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ÖZET 
 
 
FARELERDE IN VITRO EMBRİYO KÜLTÜRÜ VE EMBRİYO TRANSFERİNİN 
FÖTAL AKCİĞER DOKUSUNDA NOTCH SİNYAL YOLAĞI HEDEF  
GENLERİNDEN HEY1 VE SKP2 GENLERİNİN EKSPRESYONU ÜZERİNE ETKİSİ 
 
Doğan G. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Histoloji-
Embriyoloji Doktora Programı (Veteriner) Doktora Tezi, Aydın, 2019. 
Sunulan tez çalışmasında, in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi işlemlerinin fötal 
(E18.5) akciğer dokusunda Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Hey1 ve Skp2 genlerinin 
ekspresyonu üzerine herhangi bir etkisinin olup olmadığının incelenmesi amaçlanmıştır. 
Çalışmada bir Kontrol grubu ve bir Deneme grubuna yer verilmiştir. Kontrol grubunu 
oluşturan fötal akciğer doku örnekleri, PMSG+hCG uygulaması yapılmamış olan dişilerin, 
aynı yaştaki erkeklerle çiftleştirilmelerinden elde edilen fötuslardan; Deneme grubunu 
oluşturan fötal akciğer doku örnekleri ise PMSG+hCG uygulamasını takiben çiftleştirilen 
dişilerden elde edilen döllenmiş yumurta hücrelerinin (zigot) atmosferik oksijen 
konsantrasyonunda büyütülmesiyle elde edilen blastosistlerin yalancı gebelere transferi 
sonucunda elde edilen fötuslardan izole edilmiştir. Akciğer dokularında, Hey1 ve Skp2 
proteinlerinin ekspresyonlarını belirlemek amacıyla immunohistokimya/immunofloresan 
boyama teknikleri uygulanmıştır. Hey1 ve Skp2 genlerinin transkripsiyonel ve translasyonel 
düzeylerde ekspresyonlarının belirlenmesinde kantitatif real-time PCR (qRT-PCR) ve western 
blot yöntemlerinden yararlanılmıştır. İmmunohistokimya/immunofloresan boyama sonuçları, 
Kontrol ve Deneme gruplarına ait akciğer dokularında Hey1 ve Skp2 proteinlerinin benzer bir 
ekspresyon profiline sahip olduklarını göstermiştir. Birleştirilmiş total RNA örneklerinde 
TaqMan probları kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen sonuçlar, 
Kontrol grubu ile kıyaslandığında, Deneme grubunda Hey1 mRNA ekspresyonunun 3,30 kat 
azaldığını; Skp2 mRNA ekspresyonunun ise 8,53 kat arttığını göstermiştir. Aynı örneklerde, 
SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizleri, Hey1 mRNA ekspresyonunun 
4,39 kat azaldığını; Skp2 mRNA ekspresyonunun ise 10,57 kat arttığını göstermiştir. Ayrıca, 
SYBR green qRT-PCR yöntemi ile bireysel örneklerde yapılan analizler, Kontrol grubu ile 
kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1 mRNA ekspresyonunun 3,88 kat azaldığını; Skp2 
mRNA ekspresyonunun ise 7,57 kat arttığını göstermiştir. Western blot analizleri, Kontrol 
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grubu ile kıyaslandığında, Deneme grubunda Skp2 proteininin ekspresyon düzeyinin 2,34 kat 
arttığını;  istatistiksel olarak anlamlı olmamakla birlikte Hey1 proteininin 1,17 kat azaldığını 
göstermiştir. Elde edilen veriler, Hey1 ve Skp2’nin farelerde fötal akciğer dokusunda belirli 
hücreler tarafından eksprese edildiğini göstermekte olup, in vitro embriyo kültürü ve embriyo 
transferi işlemlerinin Hey1 ve Skp2’nin transkripsiyonel/translasyonel ekspresyonlarını 
değiştirerek fötal akciğer dokusunun gelişimini etkiliyebileceğini düşündürmektedir.  
 
Anahtar kelimeler: Fare fötal akciğer dokusu, Hey1, in vitro embriyo kültürü ve embriyo 
transferi, Notch sinyal yolağı, Skp2. 
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ABSTRACT 
 
 
EFFECT OF IN VITRO MOUSE EMBRYO CULTURE AND EMBRYO TRANSFER 
ON THE EXPRESSION OF NOTCH SIGNALING PATHWAY TARGET GENES 
HEY1 AND SKP2 IN THE FETAL LUNG TISSUE 
 
Dogan G. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Histology-
Embryology PhD (Doctor of Philosophy) Program (Veterinary), PhD Thesis, Aydin, 
2019. 
The aim of the present study was to investigate whether or not in vitro embryo culture and 
embryo transfer have any effect on the expression of Notch signaling target genes Hey1 and 
Skp2 in the fetal mouse lung tissue (E18.5). The study included one Control group (CG) and 
one Experimental group (EG).  Lung tissues constituting the CG were harvested from fetuses 
of naturally ovulating females. The Experimental group consisted of fetuses generated by transfer 
of in vitro-developed blastocysts obtained through in vitro culture of zygotes. 
Immunohistochemistry/immunofluorescence staining techniques were used to reveal 
Hey1/Skp2 immunopositive cells.  qRT-PCR and western blot methods were used to quantify 
the expression of Hey1/Skp2 genes. The results demonstrated that Hey1/Skp2 genes have a 
similar expression pattern in both groups. Results from TaqMan and SYBR Green qRT-PCR 
analyses performed on pooled total RNA samples indicated that Hey1 mRNA expression is 
decreased 3.30-fold and 4.34-fold, whereas the expression of Skp2 is increased 8.53-fold and 
10.57-fold in the EG compared to the CG, respectively. SYBR Green qRT-PCR analyses 
performed on individual total RNA samples demonstrated that Hey1 mRNA expression is 
decreased by 3.88-fold; whereas Skp2 mRNA expression was increased by 7.57-fold in the 
EG compared to the CG. Western blot analysis showed that the expression of Skp2 protein 
was increased by 2.34-fold in the EG compared to the CG. On the other hand, there was a 
1.17-fold decrease in the expression of Hey1 protein in the lung tissue of fetuses comprising 
the EG. Taken together, data gathered in the present study indicate that Hey1/Skp2 are 
specifically expressed by certain cells in fetal mouse lung tissues and further suggest that in 
vitro embryo culture and embryo transfer might affect lung development in the fetal period by 
altering the expressions of Hey1/Skp2 genes at transcriptional/translational levels. 
 
xiv 
 
Keywords: Hey1, in vitro embryo culture and embryo transfer, mouse fetal lung tissue, Notch 
signaling pathway, Skp2. 
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1. GİRİŞ 
 
 
İnfertilite, en az on iki ay boyunca herhangi bir korunma yöntemi kullanmaksızın ve 
düzenli olarak gerçekleştirilen cinsel ilişkiden sonra gebe kalınamaması durumu olarak 
tanımlanmaktadır (Zegers-Hochschild ve ark, 2009; WHO 2010). Dünya Sağlık Örgütü 
(WHO) tarafından yapılan incelemelere göre, tüm dünyada ciddi bir sağlık problemi haline 
gelen infertilite, yetişkin bireylerin neredeyse %10-15'ini etkilemektedir (Cloonan ve ark, 
2007; Nayak ve ark, 2013, Agarwal ve ark, 2015). Yapılan çalışmalar tüm dünya genelinde, 
48.5 milyon infertil çiftin var olduğunu göstermektedir (Mascarenhas ve ark, 2012; Agarwal 
ve ark, 2015). Başka bir çalışmaya göre ise, 186 milyondan daha fazla insanın infertiliteden 
etkilendiği tahmin edilmektedir (Inhorn ve Patrizio, 2015). Bu rakamlar, infertilitenin 
yaygınlığını göstermesi ve infertilite tedavisinde çeşitli üremeye yardımcı tedavi (ÜYTE) 
yöntemlerinin önemine işaret etmeleri açısından önem taşımaktadır. Feuer ve Rinaudo 
(2017)’ya göre, bu güne kadar ÜYTE yöntemi uygulanarak dünyaya gelen bebek sayısının 6.5 
milyon civarında olduğu tahmin edilmektedir. Ancak 2018 verilerine göre bu rakamın 8 
milyondan daha fazla olduğu rapor edilmiştir (ESHRE, 2018). 
 ÜYTE uygulamalarının en önemli hedefi tek bir embriyo transferi ile sağlıklı bir 
bebek elde etmektir. Bazı durumlarda gebelik oranını artırmak amacıyla birden fazla embriyo 
transfer edilebilmekte ise de bu durum çoğul gebelik riskinin artması ile sonuçlanmaktadır 
(Schieve ve ark, 1999). Çoğul gebelik, beraberinde erken doğum ve düşük doğum ağırlığı 
risklerini taşımaktadır ve bu nedenle kaçınılması gereken bir durum olarak 
değerlendirilmektedir  (Daltveit ve ark, 1999; Bergmann ve ark, 2004; Magee, 2004; Lee ve 
ark, 2006). Erken doğan bebeklerde mortalite yüzdesi yüksektir (Imaizumi 1994). Daha da 
önemlisi, erken doğan bebekler çeşitli sağlık ve gelişim problemleri açısından yüksek risk 
altında olabilmektedirler (Ooki, 2010). Yapılan çalışmalar, yüksek serebral palsi prevalansı 
(Petterson ve ark, 1993; Topp ve ark, 2004), ani bebek ölümü sendromu (Getahun ve ark, 
2004) ve dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğu (Attention Deficit Hyperactive Disorder, 
Levy ve ark, 1996) gibi uzun vadeli çeşitli sağlık sorunlarının çoğul gebelikler ile 
ilişkilendirilebileceğini göstermektedir. Diğer yandan, düşük doğum ağırlığına sahip olan 
bebeklerin yetişkin dönemlerinde, Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalıklar 
gibi çeşitli sağlık problemleri ile karşılaşma risklerinin daha fazla olabileceği belirtilmektedir 
(Valdez ve ark, 1994; Curhan ve ark, 1996; Barker ve ark, 2002). ÜYTE uygulamaları ile elde 
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edilen gebeliklerde erken doğum oranının daha yüksek olduğu kabul edilmektedir (Koivurova 
ve ark, 2002; McGovern ve ark, 2004; Wisborg ve ark, 2010). Bu durum, normal bir gebelik 
sonucu dünyaya gelen bireyler ile kıyaslandıklarında, ÜYTE uygulamaları sonucu dünyaya 
gelen bireyleri, solunum yolu enfeksiyonlarına karşı daha duyarlı hale getirebilmektedir 
(Koivurova ve ark, 2002). ÜYTE yöntemleri uygulanarak dünyaya gelen bireylerin, astım ve 
çeşitli enfeksiyöz hastalıklara yakalanma risklerinin daha yüksek olduğunu gösteren 
çalışmalar (Ericson ve ark, 2002; Carson ve ark, 2013) da bulunmaktadır.  
Konuyla ilgili olarak Aydın Adnan Menderes Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, 
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı bünyesinde Prof. Dr. Levent Karagenç tarafından 
yürütülen “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferinin fötal akciğer dokusunda 
Toll-Benzeri Reseptörlerin (TLR) ekspresyonu üzerine etkisi” isimli TÜBİTAK projesinden 
(Proje no: 112O259) elde edilen veriler,  in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi 
uygulanarak elde edilen farelerde fötal dönemde akciğer gelişimin geri kaldığını, akciğer 
dokusunda TLR sinyal yolağı da dahil olmak üzere pek çok yolağın etkilendiğini ve doğal 
bağışıklık sisteminin en önemli unsurlarından birisini oluşturan Toll-benzeri reseptörlerden 
TLR-2, -3, -4, -5, -7, -8, -9 ve -13 genlerine ait mRNA düzeylerinin anlamlı düzeyde 
azaldığını göstermektedir. Benzer şekilde, Doğan (2014) tarafından gerçekleştirilen 
“Farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferinin fötal trakeya dokusunda bazal 
hücrelerin sayısı üzerine etkisi” isimli yüksek lisans tez projesinden (Danışman Prof. Dr. 
Levent Karagenç, BAP Proje no: VTF14028) elde edilen veriler,  Kontrol grubu ile 
kıyaslandığında in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi uygulanarak elde edilen 
fötüslerde (E18.5) trakeya gelişiminin geri kaldığını ve trakeya dokusunda bulunan bazal 
hücre sayılarının anlamlı düzeyde arttığını göstermektedir. Bütün bu sonuçlar, in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferi işlemlerinin akciğer gelişimini ve bu süreçte rol 
oynayan pek çok gelişimsel mekanizmayı olumsuz yönde etkileyebildiğini düşündürmektedir. 
Buna karşın, literatürde akciğer dokusunun gelişiminde önemli işlevlere sahip olan Notch 
sinyal yolağının hedef genlerinden olan Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonları üzerine 
herhangi bir etkisinin olup olmadığı konusunda herhangi bir bilgiye rastlanmamıştır. Sunulan 
tez çalışması, konuyla ilgili olarak yürütmekte olduğumuz çalışmaların bir parçasını 
oluşturmakta olup, farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transfer işlemlerinin fötal 
akciğer dokusunda Hey1 ve Skp2 genleri üzerinde herhangi bir etkisinin olup olmadığının 
incelenmesi amacını taşımaktadır.   
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2. GENEL BİLGİLER 
 
 
2.1. Farelerde Akciğer Gelişimi 
 
 Farelerde ön bağırsağın (foregut) anteriyör kısmından uzunlamasına (longitudinal) iki 
tüpe ayrılması ile solunum sisteminin gelişimi başlamış olur. Solunum sisteminin gelişim 
süreci, farelerde 9.5. embriyonik günde (E9.5, ˜ 22 somit evresi) görülmektedir (Morrisey ve 
Hogan, 2010). Ön bağırsaktan ventral olarak gelişen laringo-trakeyal oluk dışa doğru büyür 
ve ön bağırsaktan bağımsız bir hal alır (Şekil 1A). Böylece ilerde trakeya ve özofagusu 
şekillendirecek olan trakeyo-özofagial oluk oluşmuş olur (Şekil 1B). Bu oluklar birleşerek 
trakeyo-özofageal septumu oluştururlar. İki septumun kaynaşması sonucu birbirinden ayrılan 
tüpler daha sonra özofagus ve trakeyayı oluşturmak üzere gelişimlerine devam ederler. Dorsal 
tüp özofagusu meydana getirirken, ventral tüp trakeya ve akciğer tomurcuklarını şekillendirir 
[(Şekil 1C-E), (McGeady, 2006; Que ve ark, 2006)].  
 
 
Şekil 1. Laringo-trakeyal ve trakeyo-özofageal olukların ön bağırsaktan şekillenmesi, trakeya, 
özefagus ve akciğer tomurcuklarının gelişim basamakları (McGeady, 2006’dan modifiye 
edilmiştir). 
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İleride trakeya ve akciğer tomurcuklarını oluşturacak olan laringo-trakeyal tüp, içeride 
endoderm tabakası ve bu tabakayı dışarıdan saran splanchnik mezoderm tabakasından 
oluşmaktadır. Larinksten başlayarak, trakeya, bronşlar ve akciğerin iç yüzünü örten epitel 
katman endodermden oluşurken, trakeya ve akciğerlere ait kıkırdak ve kas yapıları ön barsağı 
çevreleyen mezodermden köken almaktadır (McGeady, 2006). Laringo-trakeyal tüpten bir 
kabartı meydana gelerek, kese seklinde solunum divertikülümü (respiratorik divertikülüm, 
Şekil 1C-D) oluşur (Laudy ve Wladimiroff, 2000; Moore ve Persaud, 2002). Respiratorik 
divertikülüm lateral ve longitudinal olarak büyür ve akciğer tomurcuklarını meydana getirir 
(Şekil 1E).  
Gelişim devam ederken tomurcuklar da buna paralel olarak genişlerler ve bronkus 
prensipalisleri (primer ve sekonder bronşlar) oluştururlar. Dorso-ventral eksen boyunca 
kaudal olarak uzayan ve hilusdan akciğer loblarının içerisine giren primitif bronşlar sürekli 
dallanmaya maruz kalırlar (dallanma morfogenezi). İlk bronşların dallanması sonucunda, 
bronkus lobaris ya da tersiyer bronşlar; tersiyer bronşların dallanması sonucunda ise bronşcuk 
(bronşiyol, bronkulus ya da bronkiyolus) olarak isimlendirilen yapılar meydana gelir. 
Bronşcukları oluşturan ilk kısım bronkiyolus verus (terminal), alveolarilere açılan son kısım 
ise bronkiyolus respiratoryus (alveolaris) olarak bilinmektedir. Bronkiyolus alveolarisler ise 
birkaç kola ayrılır ve duktus alveolarislere (alveol kanalları) açılırlar. Son olarak duktus 
alveolarisler, sakkulus alveolaris (alveol keseleri) ile bağlantı kurarlar (McGeady, 2006). 
Trakeyadan başlayarak alveollere kadar dallanma morfogenezi sonucu olaşan yapılar Şekil 
2’de gösterilmiştir.  
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Şekil 2. Trakeya, bronkus ve bronkiyolusların dallanma morfogenezinin şematik görünümü. 
 
 
2.2. Farelerde Akciğer Dokusunun Gelişim Aşamaları 
 
Akciğer dokusunun gelisim basamakları literatürde çesitli şekillerde ele alınmıştır 
(Burri, 1984; Laudy ve Wladimiroff, 2000; Moore ve Persaud, 2002). İnsanlarda, embriyonik, 
psödoglandüler, kanaliküler, sakküler ve alveolar evreler olmak üzere beş ana grupta 
incelenen akciğer gelişim evreleri, farelerde embriyonik ve psödoglandüler evrelerin 
histolojik olarak benzer bir yapı göstermelerinden dolayı (Laudy ve Wladimiroff, 2000), 
psödoglandüler (E9.5-16.6), kanaliküler (E16.6-17.4), sakküler (E17.4 - (P5)) ve alveolar 
evreler (P5-30) olmak üzere dört ana başlıkta incelenmektedir (Cardoso ve Lü 2006; Rawlins 
ve ark, 2009; Waburton ve ark, 2010). Waburton ve ark (2010) histolojik olarak fare akciğer 
gelişimini ışık mikroskobik görüntülerle tanımlamışlardır (Şekil 3).                                          
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Şekil 3. Fare akciğer dokusunun gelişim evrelerinin histolojisi. Fötal fare akciğer dokusunun 
gelişimi, psödoglandüler evre (E14.5), kanalikiküler evre (E16.5), sakkuler evre (E18.5 ve 
1G) ve alveolar evrelerden (14G) oluşmaktadır. Akciğer gelişim evrelerinin tümü 
tamamlandıktan sonra, yetişkin fare akciğer dokusunda tamamen şekillenmiş, olgun, bal 
peteği benzeri bir yapıya sahip normal solunum yapısını ve fonksiyonunu sağlayan alveol 
kanalları görülmektedir (Yetişkin). Skala bar: 100 μm (Warburton ve ark, 2010). 
 
 
2.2.1. Psödoglandüler Evre 
 
Ön bağırsaktan köken alan primer akciğer tomurcukları şekillendikten sonra (~E9.5), 
dallanma morfogenezi (branching morphogenesis) başlar (~E10.5) ve bu süreç doğum 
gerçekleşinceye kadar devam eder (Weaver ve ark, 1999; Eblaghie ve ark, 2006). 
Psödoglandüler evrede akciğer tomurcukları simetrik olup pleuroperitonal kanallar içerisine 
doğru çıkıntılar meydana getirirerek büyürler. Dallanma morfogenezi türler arasında farklılık 
göstermektedir. Örneğin, insanlarda sağ akciğer üç, sol akciğer iki lob olmak üzere toplamda 
beş lob bulunur. Farelerde de beş lob oluşmasına karşın, sağ akciğer dört, sol akciğer ise bir 
lobdan oluşmaktadır (Şekil 4). Bu yapılanma 12. embriyonik günde (E12) tamamlanmaktadır 
(Warburton ve ark, 2000). Farelerde sağ akciğer lobları cranial (Cr), medial (Md), caudal (Cd) 
ve accessory (Ac) loblar olarak isimlendirilirler (Şekil 5).  
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Şekil 4. İnsan ve fare akciğer lobları arasındaki farklılıklar; A) insan akciğeri şematik çizimi; 
B) fare akciğeri şematik çizimi. 
 
 
 
Şekil 5. Gebeliğin 18. gününde (18.5 d.p.c) izole edilen bir fare fötusunda trakeya ve akciğer 
loblarının genel görünümü (Orijinal, Doğan, 2014). Farelerde akciğer lobları sağda dört ve 
solda tek lob olarak bulunmaktadır. Sağda kranial, medial, kaudal ve aksesuar loblar 
bulunurken, solda ise sadece bir lob bulunur. 
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Psödoglandüler evrede akciğer tomurcukları üzerlerini kuşatan mezenşim içerisinde 
büyüyerek genişlerler (Şekil 6A). Dallanma morfogezi ile şekillenen bronşiyal ağacın 
(Metzger ve ark, 2008) iç yüzü henüz farklılaşmamış epitel hücreleri ile döşenir ve bu epitel 
örtünün yüzeyi splanchnik mezoderm ile sarılır (Warburton ve ark, 2000; Costa ve ark, 2001). 
Epitel örtüyü oluşturan ve henüz farklılaşmamış hücreler projenitör karakterde olup, hem 
kendilerini yenileyebilme hem de yeni hücre tiplerini oluşturabilme yeteneğine sahiptirler. 
Ayrıca, 13,5. embriyonik günden (E13.5) itibaren, diğer solunum yolu hücre tiplerine 
farklılaşabilmektedirler (Rock ve Hogan, 2011). Örneğin, silli, Clara ve nöroendokrin 
hücreleri bu evrede projenitör hücrelerden farklılaşırlar (Rawlins ve ark, 2009). Dallanan 
bronşiyal ağaçta hücrelerin farklılaşması ile eş zamanlı olarak bazı histolojik değişimler de 
izlenir. Epitel hücrelerinin yanı sıra kıkırdaklar, submukozal bezler ve düz kaslar bu evrede 
şekillenir (McGeady, 2006). Dallanmanın artışı ile birlikte psödodoglandular evreyi 
kanaliküler evre takip eder. 
 
 
Şekil 6. Farede akciğer gelişim fazlarının şematik olarak gösterimi ( Leibel ve Post, 2016’dan 
modifiye edilmiştir). 
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2.2.2. Kanaliküler Evre 
 
Kanaliküler evrede akciğer dokusunun asıl işlevi olan gaz değişimi ile ilgili temel 
bölümleri şekillenir ve damarlanma başlar (Şekil 6B). Dallanma morfogenezi akciğer 
dokusunun distaline doğru devam eder. Bir seri dallanma sonucu mezoderm kökenli damarlar 
ve bu damarlar ile iç içe girmiş epitel hücreleriyle sıralanmış olan terminal sakkuluslar oluşur 
(Warburton ve ark, 2000). Büyüme devam ederken bronş ve bronşiyollerin lümeni de 
genişler. Bronkiyolus respiratoryuslar, terminal bronkiyolusların dallanması sonucu oluşurlar. 
Solunum kanalında yer alan epitel hücreler, periferal skuamöz hücreleri ve proksimal kübik 
hücreleri meydana getirirler (Waburton ve ark, 2010). Bu evrede yoğun bir damarlaşmanın 
sonucunda, epitel ile bağlantılı perikanaliküler-vasküler bir ağ oluşur (McGeady, 2006).  
 
 
2.2.3. Sakküler Evre (terminal kese evresi) 
 
Sakküler evrede, seri dallanmalar sonucu akciğer dokusunun distal bölgelerinde son 
bulan çok sayıda kalın duvarlı sakkulus alveolaris oluşur (Şekil 6C). Bu evre, terminal kese 
evresi olarak da adlandırılır (Burri, 1984; Waburton ve ark, 2010). Bronkiyolus 
respiratoryusların içerisine açıldığı çok sayıda terminal kese gelişir. Bu keselerin iç yüzü 
kübik epitel hücreleri ile kaplıdır. Kübik epitel hücreler, gelişimin devamında alveollerde 
farklılaşarak Pönomosit I ve Pönomosit II hücrelerini oluştururlar (McGeady 2006, Waburton 
ve ark, 2010). Kanaliküler evrede başlayan damarlaşma bu evrede de devam eder. Mevcut kan 
damarlarının uzunlukları ve çapları artarak yeni arteriyo-venöz damarlar şekillenir (Burri, 
1984; 2006). Ayrıca lenfatik bağlantıların da iyi geliştiği sakküler evreyi alveolar evre takip 
eder (Warburton ve ark, 2010; Chao ve ark, 2015). 
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 2.2.4. Alveolar Evre 
 
Akciğer dokusunun gelişimi alveolar evrede tamamlanır (Warburton ve ark 2010, 
Şekil 6D). İnsanlarda akciğer gelişiminin alveolar fazı uterusta gelişimin son haftalarında 
başlar ve doğumdan sonra devam eder (Emery ve Wilcock, 1966; Davies ve Reid, 1970; 
Boyden, 1974; Langston ve ark, 1984). Ancak farelerde esas olarak doğumdan sonra 
(postnatal dönemde) gerçekleşmektedir (Amy ve ark, 1977). İnsanlarda, alveolar evre, 
yaklaşık olarak gebeliğin 32. haftasında başlar ve tahmini olarak 2-8 yaşları arasında devam 
eder (Dunnill, 1962; Thurlbeck, 1982; Langston ve ark, 1984). Farelerde ise, yaklaşık olarak 
doğumdan sonra 4/5. günde (~P4/~P5) başlar,  yaklaşık olarak 7.günde (~P7) pik yapar 
(Mund ve ark, 2008; Schittny ve ark, 2008) ve yaklaşık olarak 30/36. günde (~P30/~P36) 
sona erer (Cardoso ve Lü 2006; Mund ve ark, 2008; Schittny ve ark, 2008; Rawlins ve ark, 
2009; Waburton ve ark, 2010).  
Alveolarizasyon, alveollerin oluşması ile sonuçlanan, akciğer gelişimi sırasında 
akciğerin distal kısımlarının oluşumuna ve olgunlaşmasına yol açan bir süreci temsil eder 
(Rodríguez-Castillo ve ark, 2018). Alveolarizasyonun tamamlanması mutlaka damarların 
genişlemesini gerektirir (DeMello ve ark, 1997; Schachtner ve ark, 2000). Bu süreç yeni 
damarların önceden var olanların anjiyogenezi ile yeni damar filizlerinin oluşmasını içerir 
(DeLisser ve ark, 2006). Akciğer dokususnun en önemli özelliklerinden biri, alveollerin gaz 
değişimini kolaylaştırmak amacıyla, yüksek derecede vaskülarizasyona uğramış olmaları ve 
damar endotel hücrelerinin alveolar epitel hücrelere yakın bir yerde bulunmasıdır 
(Bhattacharya, 2005; Komarova ve Malik 2010). Vaskülarizasyon sonucunda meydana gelen 
kılcal damarlar alveoller ile kaynaşarak alveolar epitel hücreleri ile sıkı bir bağ kurarlar.  
Alveoller ve kılcalların yakın ilişki kurarak meydana getirdikleri yapı hava-kan bariyerinin 
oluşturulmasında etkin bir rol oynar. Hava-kan bariyerini alveolar epitel hücreleri, alveolar 
sıvı (alveolar fluid), bazal membran ve endotel hücreleri meydana getirirler (Fronius ve ark, 
2012).   Hava-kan bariyerinin işlevi damar endotel hücreleri ve alveolar epitel hücrelerinin 
karşılıklı olarak etkileşimi sonucu sağlanır (McGeady, 2006). Esas olarak gaz alışverişini 
sağlayan alveollerin gelişimini tamamlaması oldukça önemli olup, erişkin dönemde de 
akciğer dokusunun işlevini etkileyebilmektedir. Bu nedenle alveolar gelişimde etkin rol 
oynayan moleküler mekanizmalar ve hücre tiplerinin daha iyi araştırılması gerekmektedir 
(Kwinta ve Pietrzyk, 2010; Lum ve ark 2011).  
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2.3. Akciğer Gelişiminde Notch Sinyal Yolağı 
 
Solunum yollarını döşeyen epitel örtü içerisinde yer alan farklı hücre tiplerinin 
oluşmasında Notch sinyal yolağının etkili olduğu düşünülmektedir. Notch sinyal yolağı, 
gelişimin erken dönemlerinde proksimalden distale kadar tüm hücre tiplerinin farlılaşmasını 
regüle etmekle kalmayıp, gelişimin ilerleyen dönemlerinde de spesifik hücre hatlarının 
farklılaşmasını düzenlemektedir (Xu ve ark, 2012). Örneğin, bazal hücreler, Clara hücreleri, 
silli hücreler, goblet hücreleri, nöroendokrin hücreler ve alveolar hücrelerin gelişimleri ve 
faklılaşmalarının Notch sinyal yolağı ile düzenlendiği düşünülmektedir (Rock ve Hogan, 
2011). Notch sinyal yolağı aynı zamanda, vasküler düz kas hücreleri ve endotel hücrelerinin 
arteriyo-venöz yapılanması ve farklılaşması, anjiyogenez/vaskülogenezin düzenlenmesinde ve 
vasküler düz kas hücrelerinin fizyolojik tepkilerinin belirlenmesinde de rol oynamaktadır 
(Gridley 2010).  
 
 
2.3.1. Notch Sinyal Yolağı 
 
 Farelerde, Notch sinyal yolağı, dört adet Notch reseptörü (Notch 1-4) ve üçü Delta-
like (Dll-1,2,4) ve ikisi Jagged proteinleri (Jagged-1 and Jagged-2) olmak üzere beş adet 
ligand içermektedir (Artavanis-Tsakonas ve ark, 1999; Lai, 2004). Notch reseptörleri, komşu 
hücrelerde yerleşmiş transmembran ligandlardan sinyalleri alan, uzun tek geçişli Tip 1 
transmembran proteinleridirler (D’Souza ve ark, 2008). Çeşitli hayvan türlerinde bulunan 
Notch reseptörleri (A) ve ilgili ligandlar (B) Şekil 7 ’de gösterilmiştir.  
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Şekil 7. Çeşitli türlerde Notch sinyal yolağı reseptörleri ve ligandları (Kwon ve ark, 2012’den 
modifiye edilmiştir). A, Notch reseptörlerini; B ise Notch ligandlarını göstermektedir. 
 
 Kanonik Notch sinyali, DSL (Delta, Serrate, Lag2) ligandlarının, komşu hücre 
yüzeyindeki Notch reseptörlerine bağlanması ile başlar (D’Souza ve ark, 2010). Notch 
ligandlarının bağlanmasını takiben, Notch reseptörü transmembran domeini ve 
jukstamembran (juxtamembrane) bölgesi içinde, ADAM/TACE metalloproteazların aracılık 
ettiği, iki basamaklı bir proteoliziz bölünme süreci başlatılır (De Strooper ve ark, 1999; Brou 
ve ark, 2000; Okochi ve ark, 2002). Bu sürecin tamamlanması, Notch hücre içi domeininin 
(NICD) sitoplazmada serbest kalması ile sonuçlanır (Wolfe ve Kopan, 2004; Ilagan ve ark, 
2007; Selkoe ve Wolfe, 2007). Sitoplazmada serbest kalan NICD, çekirdeğe geçerek DNA 
bağlayan protein ilişkili bölgeye bağlanır. Böylece, CSL (memelilerde CBF1/RBPJK, 
sineklerde Su(H)  ve solucanlarda LAG-1), ICN ve Mastermind (MAM)/Lag-3 ailesi ko-
aktivatör proteinlerinden oluşan bir transkripsiyonel kompleks şekillenir (Artavanis-Tsakonas 
ve ark, 1999; Petcherski ve Kimble, 2000a,b; Bray, 2006). Bu kompleks daha sonra,  p300 
gibi ko-aktivatörlerin katkısı ile downstream hedef genleri aktive ederler ve ICN aracılığı ile 
transkripsiyonel aktivasyona aracılık ederler (Wallberg ve ark, 2002; Fryer ve ark, 2004). 
Şekil 8’de Notch sinyal yolağının aktivasyonu şematik olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 8. Notch sinyal yolağı reseptör-ligand aktivasyonu ve bu aktivasyona bağlı meydana 
gelen değişimler (Kwon ve ark, 2012’den modifiye edilmiştir). İlk olarak Notch ligandı 
bulunduran hücre ve Notch reseptörü bulunduran hücre yüzeylerinde reseptör-ligand 
tanınması sağlanır. Tanınma gerçekleştikten sonra bir dizi olay meydana gelmektedir. 
Ligandın bağlanmasına bağlı olarak Metalloproteaz (MP)’da konformasyonel değişim 
geçirerek membran bağımlı kesim gerçekleşir ve Notch ekstraselüler (NEC) domein hücreden 
ayrılır. Daha sonra ikinci bir kesim ise, γ-sekretaz kompleksi ile membran içinden 
gerçekleştirilerek intraselüler Notch (INC) domein serbest bıraklır. ICN translokasyon ile 
çekirdek içerisine girerek koaktivatör proteinler ile birlikte DNA-bağlı protein CSL proteinine 
bağlanarak hedef geni eksprese eder.  
 
 
2.3.2. Proksimal Akciğerde Notch Sinyal Yolağı’nın Rolü 
 
 Notch sinyal yolağı komponentleri, gelişen akciğerde eksprese edilmektedir (Ito ve 
ark, 2000; Post ve ark, 2000; Taichman ve ark, 2002; van Tuyl ve ark, 2005; Tsao ve ark 
2008). Tsao ve ark, (2008)’de yaptıkları bir çalışmada, 9-12.5. günde (E9-12.5) fare 
embriyolarından izole ettikleri ön bağırsak ve akciğer dokularında whole mount in situ 
hybridization (WMISH) tekniğini kullanarak Notch komponetlerinin dağılımlarını 
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göstermişlerdir (Tsao ve ark, 2008). Elde ettikleri verilere göre, yaklaşık E9’da, akciğer 
projenitörlerinin ön bağırsak endoderminde yer aldıklarında, akciğer tomurcuklanmasının 
henüz başlamadığını ve akciğeri oluşturacak olan kısımda Notch reseptör ve ligandlarının 
endodermal ekspresyonlarının görülmediğini tespit etmişlerdir. Devam eden gelişim süreciyle 
birlikte (E10), primer akciğer tomurcuklarının uçlarında yer alan akciğer projenitör 
hücrelerinde, akciğer ile ilişkili mezenşimde ve öncül trakeyada (tracheal promordia)  Notch1 
transkriptlerinin varlığı görülmüştür. Aynı zamanda E10’da akciğer epitelinde Notch1 
eksprese eden bölgelerde diğer Jag ya da Dll1(Delta-like1) ligandları hariç Jag2 ligandının 
eksprese edildiği, Notch2 ve Notc3 sinyallerinin gözlenmediği ve çok az düzeyde Notch4 
ekspresyonunun var olduğu bildirilmiştir. Tsao ve ark, (2008)’nın E10’da Notch2 ve 
Notch3’ün eksprese edilmeyip, Notch1’in eksprese edilmesine yönelik elde ettikleri 
bulgunun,  Kong ve ark, (2004)’nın RT-PCR verileri ile uyumlu olduğu tespit edilmiştir. 
Akciğer gelişimi devam ettikçe (E11-11.5’te), distal epitel tübüllerinde Notch1 ve Jag2 
mRNA expresyonlarının devam ettiği ve Jag1 ekspresyonun başladığı rapor edilmiştir. Aynı 
gelişim evresinde (E11-11.5’te), proksimal hava yollarında Dll1eksprese edildiği, ancak 
Notch ya da Jag mRNA’larının yok denecek kadar az eksprese edildiği gösterilmiştir. Ayrıca 
bu gelişim evresinde (E11-11.5’te),  Notch transkripsiyonel efektörü Rbpjk'nin her yerde 
eksprese edildiği ve Notch hedef genlerinden Hesl, Hes5 ve Hey2'nin ağırlıklı olarak distal 
tomurcuklardaki hava yolu epitelinde eksprese edildikleri tespit edilmiştir. Bu durum, 
Notch’un epitel aktivasyonunun esas olarak dallanan tübüllerin uçlarında (at the tips of 
branching tubules)  meydana geldiğini göstermiştir. Yine E11-11.5’te, Notch’un hedef 
genlerinden Hey1’in epitelde düşük düzeylerde eksprese edildiği, ancak akciğer damar 
yapılarında güçlü bir biçimde varlığını gösterdiği bildirilmiştir. Aynı evrede (E11-11.5’te), 
akciğer dokusunun damar, düz kas ve kıkırdak gibi yapılarının gelişiminde potansiyel bir role 
sahip olan mezenşimde Jag1, Jag2, Notch1, Notch2, Notch3, Notch4, Hey1, Hes1, and Dll4 
mRNA’larının güçlü bir biçimde eksprese edildiği yine bu çalışmada bildirilmiştir.  
Akciğer gelişiminde Notch sinyal yolağını tanımlayabilmek ve anlayabilmek amacıyla 
Notch inaktivasyon deneyleri gerçekleştirilmiştir (Tsao ve ark, 2008; 2009). Gebeliğin 
sekizinci gününde (E 8.5) fötal fare ön bağırsak eksplantları ile yapılan deneylerde (E8.5 ön 
bağırsak eksplantları 3 gün kültüre edilmişlerdir), γ-sekretaz inhibitörü olan DAPT (N-[N-
(3,5-difluorophenacetyl)- L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) ile Notch sinyal yolağının 
inhibisyonu sonucunda, normalde belirli düzeylerde Nkx2.1 (Titf1) eksprese eden distal uç 
projenitör popülasyonlarının daha fazla artarak geniş alana yayıldıkları gözlemlenmiştir (Tsao 
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ve ark, 2008). Bununla birlikte bu eksplantlarda proksimal bölgenin de daraldığı/kısaldığı 
(shortening) tespit edilmiştir. Benzer olarak, DAPT ile muamele edilmiş ön bağırsak 
eksplantlarında (E8.5+3 gün) distal bölge hücresi olma olasılığı yüksek olan hücrelerde artış 
gözlenirken, Sox2 ekspresyonu ile karakterize olan proksimal bölge hücrelerinde azalma 
görülmüştür (Tsao ve ark, 2008). Yani distal bölge epitel hücrelerinde görülen artışa zıt olarak 
Sox2 eksprese eden projsimal bölge epitel hücrelerinde azalma görülmüştür. Dolayısı ile Sox2 
ekspresyonunda görülen bu azalma, primordial akciğer dokusunda proksimal-distal yapısında 
meydana gelen değişimi destekler niteliktedir. Sox2, bazal hücreler ve Clara hücreleri de dahil 
olmak üzere birçok proksimal hücre tipinin üretilmesi ve/veya onarımı için gereklidir 
(Tompkins ve ark, 2009; Que ve ark, 2009). DAPT ile muamele edilmiş daha ileri yaştaki 
akciğer eksplantlarında (E11.5+2 gün) ise proksimal bölgelerde ektopik tomurcuklar 
görülmüş ve distal tomurcukların sayısında ve boyutunda artış tespit edilmiştir (Tsao ve ark, 
2008). Tsao ve ark (2009)’nın yaptığı başka bir çalışmada ise, Pofut1 geninin (Pofut1 geni 
Notch proteininin işlevi için zorunludur ve O-fokoziltransferazı kodlar) delesyonu ile 
Sox2’nin akciğer dokusunun proksimal bölgesinde üstlendiği rolü yerine getirebilmesi için 
Notch sinyal yolağına gereksinim duyduğu ortaya konulmuştur. Sonuç olarak bu çalışmalar 
ile Notch sinyal yolağının gelişimin erken dönemlerinde akciğer dokusunun proksimal 
bölgelerindeki hücresel kaderi düzenlediği ortaya konulmuştur, ancak akciğer dokusunun 
distal bölgelerindeki projenitör hücre kimliğinin düzenlenmesindeki rolü net olarak 
bilinmemektedir (Xu ve ark, 2012).    
 
 
2.3.3. Alveolar Gelişimde Notch Sinyal Yolağının Rolü 
 
 Alveolar gelişim, akciğer dokusunun distal bölgelerinde üç hücresel kompartmanda 
(epitel, endotel, mezenşimal stroma) düzenlenen olaylar aracılığı ile meydana gelmektedir 
(Xu ve ark, 2012). Notch sinyal yolağı, mikro-vaskülarizasyon ve alveolar gelişimi 
düzenlemek amacıyla paranşim ve vasküler kompartımanlarda hücre kaderinin 
belirlenmesinde ve hücre farklılaşmasında önemli roller üstlenmektedir (Hussain ve ark, 
2017). Örneğin, distal akciğer epitelinde yerleşik bulunan hücrelerde, hücre içi Notch3 
domeini (N3ICD)’nin ektopik ekspresyonu, alveolar epitel hücrelerinin farklılaşmasının 
engellenmesine neden olmaktadır (Dang ve ark, 2003). Benzer şekilde, distal akciğer 
epitelinde yerleşik bulunan hücrelerde N1ICD’in (ektopik olarak) eksprese edilmesi, akciğer 
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gelişimini tamamen ortadan kaldırmakta, kist şekillenerek bu yapıların içerisindeki hücreler 
alveolar belirteçleri (marker) eksprese edemez duruma gelmektedirler (Guseh ve ark, 2009). 
Bu veriler, DAPT ile inkübe edilmiş eksplant akciğer (E11.5) dokuları ile yapılan 
çalışmalarından elde edilen sonuçları desteklemektedir. Nitekim akciğer eksplantlarının 
(E11.5) DAPT ile inkübe edilmesi, dallanmanın artmasına ve Nkx2.1+ ve SPC+ hücrelerin 
sayısında artmaya neden olmaktadır (Tsao ve ark, 2008). Ancak, distal akciğer gelişiminde rol 
oynayan Pofut1 ya da Rbpjk’nın şartlı delesyonları, distal akciğer gelişimini olumsuz yönde 
etkilememektedir (Tsao ve ark, 2009; Morimoto ve ark, 2010). Böyle olmakla birlikte, 
Rbpjk’nın delesyonu sonucunda E14.5- E18.5 farelerde alveolar epitel hücrelerinde her hangi 
bir değişiklik gözlenmezken,  miyofibroblast hücrelerinin farklılaşmasında kusurlar ortaya 
çıkmaktadır (Xu ve ark, 2010). Benzer olarak, Lunatic Fringe (Lnfg, N-
asetilglukozamintransferaz; Dll ligand bağlanması aktivasyonunu düzenlemek için Notch 
reseptörünü modifiye eder) delesyonu, alveolar epitel hücrelerinden sadece Tip I 
pönomositlerin geç farklılaşmasına neden olmaktadır (Xu ve ark, 2010).  Notch2β-geo / + 
Notch3β-geo / β-geo mutant farelerde de benzer bir hata gözlemlenmektedir (Xu ve ark 2010). 
Lfng mutant farelerindeki durumun aksine, Notch2β-geo / + Notch3β-geo / β-geo çift mutant 
farelerde (Notch2β-geo / + ya da Notch3β-geo / β-geo tekli mutant farelerde değil) distal akciğer 
epitel farklılaşmasında gecikme tespit edilmemiştir. Ancak, Notch2β-geo / + Notch3β-geo / β-geo 
mutantlarının çoğu doğumdan kısa bir süre sonra ölürken, sütten kesilmiş olan altı Notch2β-geo 
/ + Notch3β-geo / β-geo mutant farenin üçünde alveol gelişiminin değişmiş olduğu gözlenmiştir. 
Bir bütün olarak ele alındığında bu veriler, alveolar gelişimin düzenlenmesi amacıyla 
miyofibroblastların düzenli bir şekilde farklılaşması ve mobilizasyonunun sağlanmasında 
Notch sinyal yolağının gerekliliğini ortaya koymaktadır (Xu ve ark, 2010).  
 Akciğer dokusunun doğumdan sonra fonksiyonunu sağlayabilmesi amacıyla, alveolar 
gelişim boyunca alveol epiteli ile mezenşimal kapiller bağlantıları arasında yakın ve sıkı bir 
ilişki sağlanır (Schittny, 2017). Akciğer damar sisteminde, Notch sinyal yolağı genlerinin 
ekspresyonu, erken akciğer gelişiminden geç akciğer gelişimine kadar sürekli bir biçimde 
artar (Xu ve ark, 2012). Bu durum, alveolar gelişim boyunca, mikro-vaskülarizasyonun 
genişlemesinde Notch sinyal yolağının önemli bir rolü olduğunu göstermektedir (Post ve ark, 
2000; Taichman ve ark, 2002; Xu ve ark, 2010). Örneğin, Foxf1 heterozigot mutantlarda, 
pulmoner Notch2 ve hedef geni Hes1’in ekspresyonunun bozulması sonucunda akciğerin 
damar morfogenezinde anormallik ve yeni doğanlarda letalite görülebilmektedir 
(Kalinichenko ve ark, 2004). Krebs ve ark (2000), yaptıkları bir çalışmada, Notch sinyal 
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yolağının embriyonik vasküler morfogenezin düzenlenmesinde ve yeniden düzenlemesinde 
(remodeling) esansiyel bir role sahip olduğunu ortaya koymuşlardır. Elde ettikleri verilere 
göre, Notch4 geninin embriyonik gelişim sırasında zorunlu olmadığı, ancak Notch4 ve Notch1 
genlerinin farelerde embriyogenez sırasında kısmen örtüşen rolleri olduğu bildirilmiştir. 
Domenga ve ark (2004) ise Notch3’ün vasküler düz kas hücrelerinin arteriyel 
düzenlenmesinde (arterial specification) gerekli olduğunu göstermişlerdir (Domenga ve ark, 
2004).  
 
 
2.4. Notch Sinyal Yolağı Hedef Genleri 
 
 Son zamanlarda yapılan birçok çalışma, Notch’un hedef genleri de dahil Notch sinyal 
yolağının embriyonik vasküler gelişimde önemli bir yere sahip olduğunu göstermektedir 
(Herreman ve ark, 1999; Xue ve ark, 1999; Huppert ve ark, 2000;  Krebs ve ark, 2000; 2004,  
Uyttendaele ve ark, 2001;  Li ve ark, 2003; Duarte ve ark, 2004; Gale ve ark, 2004;   Fischer 
ve ark, 2004; Barsi ve ark, 2005; Koo ve ark, 2005; Kokubo ve ark, 2005; Limbourg ve ark, 
2005; Carlson ve ark, 2005 ). Hes (Hairy and enhancer-of-split) ve Hey (Hesr, Hrt ya da Chf, 
Hairy and enhancer-of-split-related) genleri, Notch sinyal yolağının en iyi şekilde 
tanımlanmış hedef genleri arasında yer almaktadırlar (Kageyama ve Ohtsu ka, 1999; 
Leimeister ve ark, 1999; Iso ve ark, 2003; Fischer ve Gessler, 2007; Borggrefe ve Oswald,  
2009). Hes1, Hes5, Hes7, Hey1, Hey2 ve HeyL (Hes’in alt ailesi, YRPW motifi ile ilişkili) 
genleri Notch1 ile aktive edilebilmektedirler (Jarriault ve ark, 1995; Nishimura ve ark, 1998; 
Maier ve Gessler, 2000).  
 Hes ve Hey (aynı zamanda Hesr, Chf, Hrt, Herp ya da gridlock olarak da adlandırılır) 
proteinleri, transkripsiyonel baskılayıcılar olarak işlev gören helix-loop-helix (sarmal-ilmek-
sarmal) transkripsiyon faktörleridir (Iso ve ark 2001a,b). Fare ve sıçan genomlarında yedi Hes 
[Hes1-7] (Sasai ve ark 1992; Bae ve ark 2000; Bessho ve ark 2001) ve üç Hey (Hey1,2,L; 
ayrıca Hrt1,2,3; Hesr1,2; Herp2,1 ya da Chf2,1 olarak da belirtilir) geni tanımlanmıştır 
(Leimeister ve ark, 1999; Nakagawa ve ark, 2000; Iso ve ark, 2001a). Hes1, Hes5 ve Hes7 
Notch yolağı tarafından indüklenebiliyorken (Ohtsuka ve ark, 1999; Bessho ve ark 2001);  
Hes2, Hes3 (Nishimura ve ark 1998) ve Hes6 (Koyano-Nakagawa ve ark, 2000) genlerinin 
ekspresyonu Notch sinyal yolağından bağımsız olarak şekillenmekte; Hes4 hakkında ise 
yeterli veri bulunmamaktadır. Diğer yandan, Hey gen ailesinin tüm üyeleri Notch tarafından 
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indüklenebilir (Maier ve Gessler, 2000; Iso ve ark, 2001a; Nakagawa ve ark, 2000) ve 
evrimsel süreçte bu denge çok iyi korunmuştur (Fischer ve ark, 2007).  Notch sinyal yolağının 
hedef genleri arasında sadece Hey ve Hes genleri yoktur, ayrıca CD25 (IL2-R and preTa, pre-
T-cell receptor alphachain)’in T-hücrelerinde Notch sinyal yolağı hedef genlerinden biri 
olduğu gösterilmiştir (Deftos ve ark, 2000; Reizis ve Leder, 2002; Adler ve ark, 2003). T 
hücre gelişiminin daha sonraki aşamalarında rol alan GATA3 transkripsiyon faktörünü 
kodlayan GATA3 geninin de Notch’un direk hedef geni olduğu bildirilmiştir (Amsen ve ark, 
2007; Fang ve ark, 2007; Hozumi ve ark, 2008). Notch sinyal yolağı hedef genlerinden 
NRARP ve Deltex-1’in ise, Notch sinyalinin negatif regülatörlerinden oldukları gösterilmiştir 
(Lamar ve ark, 2001; Izon ve ark, 2002). Diğer yandan, kanserde Notch sinyal yolağı hedef 
genleri de bulunmaktadır.  Örneğin, c-myc (Palemero ve ark, 2006; Weng ve ark, 2006), 
cyclinD1 (Ronchini ve Capobianco, 2001; Cohen ve ark, 2010) ve p21/Walf (Rangarajan ve 
ark, 2001; Guo ve ark, 2009) kanserde ortaya çıkan Notch hedef genleridir. Dohda ve ark 
(2007), c-myc ve Skp2 genlerinin T-hücreli Akut Lenfoblastik Lösemi (T-ALL) hücrelerinde 
Notch sinyal yolağının direk hedef genleri olabileceklerini belirtmişlerdir. Bütün bunların 
dışında, NFKB2 (Oswald ve ark, 1998), Ifi-204, IfiD3, ADAM19 (Deftos ve ark, 2000),  bcl2 
(Deftos ve ark, 1998) , E2A (Ordentlich ve ark, 1998) ve HoxA5,9,10 (Weerkamp ve ark, 
2006)’da dahil olmak üzere pek çok Notch sinyal yolağı hedef geni bulunmaktadır. Farelerde 
bazı Notch sinyal yolağı hedef genleri ve Notch sinyal yolağı ile ilgili diğer genlerin listesi 
Tablo 1’de verilmiştir. 
 
19 
 
Tablo 1. Farelerde bazı Notch sinyal yolağı hedef genleri ve ilişkili diğer genler (Web_1)  
Notch sinyal yolağı 
genleri 
Notch sinyal yolağı 
hedef genleri 
Diğer Notch Sinyal 
yolağı genleri 
Notch Sinyal Yolağı ile 
bağlantılı diğer yolak 
genleri 
Notch1, 
Notch2, 
Notch3,  
Notch4,  
Dll1 (Delta1),  
Dll3,  
Dll4,  
Dtx1,  
Jag1,  
Jag2,  
Lfng,  
Mfng,  
Numb,  
Rfng,  
Adam10,  
Adam17 (CD156b),  
Ncstn, 
Psen1,  
Psen2,  
Psenen,  
Ep300,  
Maml1,  
Maml2,  
Ncor2,  
Rbpjl,  
Snw1 (Skiip) 
Cflar (Casper),  
Id1,  
Ifng,  
Ptcra,  
Ccnd1,  
Cdkn1a (p21Cip1, Waf1),  
Cd44,  
Jag1, 
Lfng 
Erbb2 (Her-2, neu),  
Dtx1,  
Hes1,  
Hes5,  
Hey1,  
Hey2,  
Heyl,   
Krt1,  
Lor,   
Nr4a2 (Nurr1),  
Chuk (IKBKA),  
Il17b,  
Il2ra (CD25),  
Nfkb1,  
Nfkb2,  
Stat6,  
Fos,  
Fosl1 (fra-1),  
Pparg,  
 
Axin1,  
Ccne1,  
Figf (Vegfd),  
Gsk3b,  
Lrp5,  
Shh,  
Wisp1,  
Ctnnb1 (Catnb),  
Il6st (gp130),  
Lmo2,  
Mmp7,  
Pax5,  
Runx1 (AML1),  
Stil,  
Neurl1a (Neu1),  
Pofut1,  
Zic2 (HPE5),  
Aes (Tle5, Groucho),  
Cbl,  
Gli1,  
Hoxb4,  
Hr,  
Tle1,  
Sel1l,  
Supt6 
 
Hedgehog Sinyali: 
Gli1,  
Gsk3b,  
Shh,  
Smo,  
Sufu 
WNT Sinyali:  
Aes (Tle5, Groucho),  
Axin1,  
Ctnnb1 (Catnb),  
Fzd2,  
Fzd3,  
Fzd4,  
Fzd5,  
Fzd7,  
Gsk3b,  
Lrp5,  
Tle1,  
Wisp1,  
Wnt11 
 
 
 
2.4.1. Notch Sinyal Yolağı Hedef Genlerinden Hey1  
 
 Hey genlerinin gelişimdeki rolleri tam olarak açıklanamamış olmasına karşın, 
farelerde üç Hey geni (Hey1, Hey2, ve HeyL) de embriyonik dönemde birçok doku ve organda 
eksprese edilmektedir (Leimeister ve ark, 1999; Nakagawa ve ark 1999; Fischer ve ark, 
2004).  Hey1 geni tarafından kodlanan Hey1 transkripsiyon faktörü, bir çok doku ve 
organdaki spesifik ve dinamik ekspresyon yapısı ile önemli bir role sahiptir (Leimeister ve 
ark, 1999; Fischer ve ark, 2004).  Hey1, somitlerin, branşiyal kavislerin (branchial arch) ve 
böbrek gibi dokuların gelişimleri boyunca eksprese edilmektedir (Fischer ve ark, 2004). 
Ayrıca, patolojik koşullarda Hey1’in anjiyogenezde önemli ve direkt bir rol oynadığı da 
ortaya konulmuştur (Guan ve ark, 2017). 
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 Hey1 ve Hey2 transkripsiyon faktörlerini kodlayan Hey1 ve Hey2 genleri, 
kardiovasküler sistemde Notch sinyal yolağının birincil hedef genlerinden olup, Hey 
genlerinin ekspresyonu ile Notch sinyal yolağının aktive olduğunun en önemli 
göstergelerinden birisi olarak kabul edilmektedir (Wöltje ve ark, 2015). Endotel hücrelerinde 
Hey1 ve Hey2’nin ekspresyonu Notch1'e bağlı olarak düzenlenmektedir (Şekil 9).  Her iki gen 
de Notch1 - / - fare dokusunda düşük seviyelerde de olsa eksprese edilmektedir (Fischer ve ark, 
2004; Wöltje ve ark, 2015). Bu durum, Hey1 ve Hey2 ekspresyonlarının sadece Notch'a değil, 
diğer sinyal yolaklarına da bağlı olduğunu göstermektedir (Wöltje ve ark, 2015). Nitekim 
anjiyojenez sırasında, endotel hücrelerinde Hey genlerinin ekspresyonunun düzenlenmesinde, 
Notch sinyal yolağının yanısıra, TGF-beta ve BMP sinyal yolaklarının da rol oynadığı 
bilinmektedir (Beets ve ark, 2013; Wöltje ve ark, 2015). 
 
 
Şekil 9. Arteriyol endotel hücrelerinde Notch sinyaline bağlı olarak Hey1 ve Hey2 
ekspresyonlarının düzenlenmesi ile ilgili senaryonun şematik görüntüsü (Fischer ve ark, 
2004’ten modifiye edilmiştir). Jag1 (Dll4) ligandı, endotel hücreleri ve öncülleri için 
gereklidir. Notch1 (Notch4), Pofut ve Ps1/2 ile kesilerek Notch hücre içi kısmı (ICN), Rbpjk 
ile birlikte, Hey1 ve Hey2 transkripsiyonunu aktive eder. Bu bileşenlerden herhangi birisinde 
bir eksiklik olması, benzer vasküler bozukluklara yol açar (Fischer ve ark, 2004). 
 Hey genleri somitogenez ve kardiyovasküler sistemde kritik rol oynarlar (Iso ve ark, 
2001b; Fischer ve ark, 2002; Fischer ve Gessler, 2003; 2007). İnsan ve fare genomunda 
kodlanmış üç Hey geni vardır (Hey1, Hey2 ve HeyL) ve üç gen farede düzenli olarak kalp 
gelişimine katkıda bulunur (Wiese ve ark, 2010). Olgunlaşan somitlerde üç Hey (Hey1,2 ve 
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Heyl) geni de her somitin caudal yarımında eksprese edilmektedir. Bunlar arasında, Hey1 
ekspresyonu dinamik bir varyasyon göstermekte ve presomitik mezoderm ile sınırlı 
kalmaktadır (Fischer ve ark, 2004). Hey1 knockout fare çalışmalarından elde edilen veriler, 
Hey1 gen kaybının tek başına gözle görülür fenotipik bir etkisinin olmadığını, ancak, Hey2 ile 
birlikte bir kayıp söz konusu olduğunda plasenta, vitellüs kesesi (yolc sac) ve embriyonun 
kendisini de etkileyen ölümcül bir vasküler bozukluğa neden olduğunu göstermektedir 
(Fischer ve ark, 2004). Bu durum, farelerde Hey1 ve Hey2’nin ortak fonksiyonunun arterial 
hücre kaderinin veya kimliğinin belirlenmesi açısından destekleyici niteliktedir (Fischer ve 
ark, 2004). Birlikte ele alındığında tüm bu bulgular, farelerde arterial endotel hücrelerin, 
vasküler öncüllerden doğru bir biçimde gelişimi ve farklılaşmasının Notch1 ve Hey1/Hey2 
sinyaline bağlı olduğunu göstermektedir (Fischer ve ark, 2004).  
 
  
2.4.2. Notch Sinyal Yolağı Hedef Genlerinden Skp2  
 
 İnsan genomunda üç sınıf (FBXWs, FBXLs ve FBXOs) içerisinde toplam altmış sekiz 
adet F-box proteini bulunmaktadır (Jin ve ark, 2004; Frescas ve Pagano, 2008; Chan ve ark, 
2010a). FBXWs sınıfı, WD40 tekrarlarını içeren F-box proteinlerden oluşmaktadır. FBXLs 
sınıfı, Leucine Rich Repeats (LRR)’leri içeren proteinlerden; FBXOs sınıfı ise C terminal 
bölgesinde çeşitli domainler içeren proteinlerden oluşmaktadır (Chan ve ark, 2010a).  
FBXL1 olarak da bilinen S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2), üzerinde en çok 
çalışılan ve en iyi tanımlanmış FBXLs proteinleri arasında yer almaktadır (Chan ve ark, 
2010a). Skp2 geni tarafından kodlanan Skp2 proteini, lösinden zengin tekrarlar içeren bir 
enzimdir (Demetrick ve ark, 1996). Skp2, SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksinin F-box 
komponentini oluşturmaktadır (Nakayama ve ark 2004). SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksi, 
değişmez bir adaptör protein (Skp1),  RING finger proteini (Rbx1), Scaffold proteini 
(Cullin1) ve reseptör protein olarak işlev gören değiştirilebilir bir F-box proteini (Skp2) 
olmak üzere dört bileşenden oluşmaktadır (Wang ve ark, 2011; 2012, Şekil 10).  
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Şekil 10. SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksinin bileşenleri ve Skp2 aracılı degredasyon 
yolağının şematik gösterimi (Wang ve ark, 2011; 2012’ten modifiye edilmiştir). SCFSkp2 E3 
ubiqutin ligaz kompleksi ubikuitinin konjugasyonunu sağlamak amacıyla E2 enzimine 
yakından sunulan hedef substratları tanıyarak ardarda ubiquitin ilavesi ile proteinlerin 
parçalanması amacıyla 26S-proteazoma sunar. Başka bir ifadeyle, Skp2, protein 
ubikitinasyonunu indüklemekte ve bu durum proteozom bağımlı degredasyon ile 
sonuçlanmaktadır (Chan ve ark, 2010a). Ayrıca, p21, p27, p57, p130, Tob1, FOXO1 ve c-
Myc, Skp2'nin spesifik substratları arasında yer almaktadırlar (Wang ve ark, 2011; 2012). 
 
 Skp2 proteinini kodlayan Skp2 geni, Sarmento ve ark (2005) tarafından ilk kez Notch 
sinyal yolağı hedef geni olarak tanımlanmıştır. Aynı araştırmacılar, Notch sinyal yolağının 
spesifik bir biçimde, Skp2’nin CSL-bağımlı transkripsiyonunu direk olarak indükleyerek, 
p27Kip1 ve p21Cip1’i degrede ettiğini göstermiştir (Sarmento ve ark, 2005). Notch sinyal yolağı 
aktive edilmesi durumunda, Notch sinyalinin artışı ile birlikte Skp2 düzeylerinin arttığı,  CDK 
(cyclin-dependent kinase) inhibitörü (CKI) p27Kip1’in de buna paralel olarak düşük düzeylerde 
olduğu saptanmıştır (Dohda ve ark, 2007). Notch sinyal yolağının farmakolojik olarak bloke 
edilmesi ise, Skp2 ekspresyonunda bir azalmaya ve dolaylı olarak CDK inhibitör (CKI)’ü 
p27Kip1’in ekspresyonunda de bir artışa neden olmakta ve buna bağlı olarak hücre döngüsünün 
G1 fazında takılı kalmasına sebep olmaktadır (Dohda ve ark, 2007). 
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Skp2, hücre siklusunun özellikle S, G2 fazı ve M fazlarının başlangıcında 
fosforillenmiş cyclin-bağımlı kinaz inhibitörü 1B (CDKN1B/p27/Kip1)’nin degredasyonunda 
rol almaktadır (Carrano ve ark, 1999; Tsvetkov ve ark, 1999). p27/Kip1, Skp2’nin 
ubiquitinilasyon için hedef substratı olup, miktarı SCFSkp2 kompleksi tarafından negatif olarak 
düzenlenir (Carrano ve ark, 1999). Başka bir ifadeyle, Skp2’nin yüksek miktarlarda eksprese 
edilmesi p27 ubikitinasyonu ve degredasyonunu indüklerken, Skp2’nin susturulması p27 
ubikitinasayonu ve degredasyonunu azaltır (Chan ve ark, 2010a). Skp2’nin p27’ye 
bağlanmasında, kofaktör görevi gören Cks1’e gereksinim duyulur. Bu nedenle, Cks1 eksikliği 
Skp2’nin p27’ye bağlanmasını engeller ve bu durum p27’nin up-regülasyonu ile sonuçlanr 
(Ganoth ve ark, 2001; Harper, 2001; Spruck ve ark, 2001; Chan ve ark, 2010a). 
 Yakın zamanda yapılan çalışmalar, Skp2’nin hücre siklusundaki bilinen işlevlerinin 
yanı sıra hücrelerin canlılıklarını (survival) ve apoptozis süreçlerinde de rol aldıklarını 
göstermektedir (Chan ve ark, 2010a). Örneğin, RNA interferens teknolojisi ile Skp2 
ekspresyonunun ortadan kaldırılması (knockdown) çeşitli hücre tiplerinde apoptozisi 
indüklemektedir (Yokoi ve ark 2003; Lee ve Mccormick, 2005; Kitagawa ve ark, 2008; Wang 
ve ark, 2010). Başka bir çalışmada ise Skp2’den yoksun fare embriyo fibroblatlarında (Skp2–/– 
MEFs), normal fare embriyosu fibroblastları (wild-type MEFs) ile karşılaştırıldığında, 
apoptozis oranının daha yüksek olduğu saptanmıştır (Nakayama ve ark, 2000). 
 Skp2 ekspresyonun fizyolojik sınırların üstüne çıkması (over expression) kanser 
gelişimi ile de ilişkilendirilmektedir (Ben-Izak ve ark, 2003; Bloom ve Pagano, 2003; 
Drobnjak ve ark, 2003; Fukuchi ve ark, 2004; Li ve ark, 2004; Chan ve ark, 2010a; Huang ve 
ark, 2017). Örneğin, prostat kanserini de içeren çeşitli insan kanserlerinde Skp2’nin çok fazla 
miktarda eksprese edilmesi sıklıkla görülen bir durumdur ve bu ekspresyon farklılığı p27 
ekspresyonu ile zıt yönde korelasyon göstermektedir (Bloom ve Pagano, 2003; Nakayama ve 
Nakayama, 2005). Bu veriler, Skp2’nin insan kanserlerinin gelişiminde rol alabileceği 
hipotezini desteklemektedir (Chan ve ark, 2010a). Nude fareler ile gerçekleştirilen 
deneylerden (soft agar assay” ve “tumor formation assays) elde edilen sonuçlar, Skp2’nin, 
HRas G12V (hRas’ın onkojenik formu) ile birlikte hücre transformasyonunu indüklediğini 
göstermektedir (Gstaiger, 2001). Bu bulgular, Skp2'nin in vitro ve in vivo olarak bir proto-
onkogen olarak işlev görebildiğini düşündürmektedir. Lin ve ark (2009) tarafından xenograft 
tümör modeli kullanılarak gerçekleştirilen bir çalışma, prostat kanser hücrelerinde gözlenen 
aşırı Skp2 ekspresyonunun, prostat kanseri hücrelerinin büyümesini ve tümörogenezini önemli 
düzeyde arttırdığını göstermektedir. Ayrıca aşırı Skp2 ekspresyonu ile kanser metastazı 
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arasında yüksek bir korelasyonun varlığı (Chan ve ark, 2010b), Skp2’nin kanser hücrelerinin 
göç ve metastazının düzenlenmesinde de rol oynayabileceğini göstermektedir. Skp2’nin 
yetersiz olması durumunda hücre göçü ve metastazda belirli aksaklıkların ortaya çıkabildiğini 
gösteren çalışmalar (Lin ve ark 2009, Chan ve ark 2010a,b), Skp2’nin hücre göçü ve 
invazyonunda rol oynadığını desteklemektedir.  Bütün bu veriler, primer tümör oluşumu, 
hücre göçü ve kanser metastazında Skp2'nin onkojenik rollerini ortaya koymaktadır (Chan ve 
ark 2010a,b). 
 
 
2.5. Üremeye Yardımcı Tedavi (ÜYTE) Yöntemleri 
 
Üremeye yardımcı tedavi yöntemleri (ÜYTE) terimi, anne adayından elde edilen olgun 
yumurta hücreleri (ovum) ve baba adayından elde edilen sperm hücrelerinin çeşitli 
yöntemlerle fertilizasyona hazır hale getirilmesi, fertilizasyon işleminin gerektiğinde vücut 
dışında gerçekleştirilmesi, gametlerin ya da embriyoların anne adayının genital organlarına 
transferini de kapsayan uygulamaların tamamını ifade etmektedir (T.C. Sağlık Bakanlığı Ana 
Çocuk Sağlığı ve Aile Planlaması Genel Müdürlüğü Üremeye Yardımcı Tedavi Merkezleri 
Yönetmeliği 2005). Subfertilite ve infertilite tedavisinde çeşitli ÜYTE yöntemleri 
kullanılmaktadır. Dünyanın ilk tüp bebeği olarak tarihe geçen Louise Brown’un 1978 yılında 
doğumundan (Steptoe ve Edward, 1978) günümüze kadar bu alanda birçok teknolojik gelişme 
sağlanmıştır. Ülkemizde in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi çalışmaları ilk kez Prof. 
Dr. Refik Çapanoğlu ve arkadaşları tarafından Ege Üniversitesi, Kadın Hastalıklıkları ve 
Doğum Anabilim Dalı, Tüp Bebek Merkezi’nde başlatılmış, bu öncü çalışmaların sonucunda 
ilk tüp bebek (Ece Çoker) 16.04.1989 tarihinde dünyaya gelmiştir (Web_2). Tüp bebek 
alanında sağlanan gelişmelere paralel olarak, tüp bebek merkezlerinin sayısı da hızla artış 
göstermiştir. Son verilere göre, ülkemizde 107 adedi özel ve 41 adedi devlete ait olmak üzere 
toplam 148 adet tüp bebek merkezi aktif olarak hizmet vermektedir (Web_3).  İnsanlarda 
başarılı ilk tüp bebek uygulamasından günümüze kadar ÜYTE alanında sağlanan teknolojik 
ilerlemenin kronolojik bir tarihçesi Ek 1’de özetlenmiştir. Ayrıca her bir ÜYTE yönteminin 
tanımı Ek 2’de sunulmuştur. 
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2.6. ÜYTE Yöntemlerinin Uygulanmasına Bağlı Olarak Ortaya Çıkan Sağlık Sorunları 
 
ÜYTE uygulamalarının en önemli hedefi tek bir embriyo transferi ile sağlıklı bir bebek 
elde etmektir. Bazı durumlarda gebelik oranını artırmak amacıyla birden fazla embriyo 
transfer edilebilmektedir. Ancak, bu durum çoğul gebelik riskini artırmakta (Schieve ve ark, 
1999) ve beraberinde birçok sağlık sorununu da getirmektedir. Diğer yandan, ÜYTE 
uygulaması sonucunda gebe kalan bireylerde erken doğum oranının daha yüksek olduğu rapor 
edilmiştir (Koivurova ve ark, 2002; McGovern ve ark, 2004; Wisborg ve ark, 2010). Erken 
doğum sonucunda dünyaya gelen bebeklerin normal doğum sonucu dünyaya gelen bebeklere 
oranla solunum yolu enfeksiyonlarına karşı daha duyarlı oldukları bildirilmiştir (Koivurova ve 
ark, 2002). Ayrıca, erken doğumun şiddetli respiratuar sinsityal virüs (Respiratory syncytial 
virüs) enfeksiyonu için en büyük risk faktörlerinden birisi olduğu kabul edilmektedir (Law ve 
ark, 2002). Diğer yandan, çoğul gebeliklerle birlikte seyreden düşük doğum ağırlığı 
olgularının bireyi erişkin dönemde Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiyovasküler 
hastalıklara daha duyarlı kıldığına ilişkin güçlü epidemiyolojik veriler bulunmaktadır (Valdez 
ve ark, 1994; Curhan ve ark, 1996; Barker ve ark, 2002). Ayrıca, ÜYTE yöntemleri 
uygulanarak dünyaya gelen bireylerin, astım ve çeşitli enfeksiyöz hastalıklara yakalanma 
risklerinin daha yüksek olduğunu gösteren çalışmalar (Ericson ve ark, 2002; Carson ve ark, 
2013) da bulunmaktadır.  
Tüp bebek ya da ICSI yöntemiyle, zigot/embriyo eldesi ve bunu takiben gerçekleştirilen 
embriyo transferi çocuk sahibi olmak isteyen milyonlarca anne ve baba adayı için tek bir 
umut ışığıdır. Böyle olmakla birlikte, ovülasyonu uyarmak amacıyla kullanılan ilaçlar, 
gametlerin elde edilmesi ve embriyoların in vitro ortamda büyütülmeleri, dondurulmaları ve 
daha sonra çözdürülmeleri gibi birçok işlem gamet/embriyolara zarar verebilmektedir (Lu ve 
ark, 2013). ÜYTE yöntemlerinin uygulanması sonucu ortaya çıkabilen bu durum, çocuk 
sahibi olmak isteyen anne/ baba adayları başta olmak üzere toplumun genelini 
kaygılandırmaktadır. Bilim insanları da bu kaygılara duyarsız kalmamış ve konuyla ilgili 
birçok bilimsel araştırma gerçekleştirilmiştir. Elimizdeki veriler, ÜYTE uygulaması ile 
dünyaya gelen çocukların, normal doğum sonucu dünyaya gelen çocuklara oranla daha fazla 
sağlık riskine maruz kaldıklarını göstermektedir (Schieve ve ark 2004; Shevell ve ark, 2005; 
Klemetti ve ark, 2006; Alukal ve Lipshultz, 2008; Basatemur ve ark, 2008; Hediger ve ark, 
2013).  Hayvan modelleri ile yapılan çalışmalardan elde edilen veriler, bu düşünceyi 
desteklemekte ve in vitro ortamda yapılan işlemlerin, gamet ve embriyo gelişimi üzerinde ek 
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bir stres oluşturabileceğini göstermektedir (Giritharan ve ark, 2007). Yine, implantasyon 
öncesi uterusta meydana gelebilecek bir stres,  implantasyon öncesi embriyonal gelişimin yanı 
sıra fötal ve postnatal gelişimi de etkileyebilmektedir (Farin ve ark, 2004; Ceelen ve ark, 
2008). DeBaun ve ark (2003), ÜYTE yöntemleri uygulanarak elde edilen embriyolarda 
epigenetik değişikliklerin şekillenebileceğini ve bunun sonucunda da doğum kusurlarının 
ortaya çıkabileceğini bildirmektedir. ÜYTE uygulamaları sonucunda doğan bireylerde 
Beckwith-Wiedemann Sendromu, Prader-Willi Sendromu ve Angelman Sendromu gibi ender 
görülen çeşitli epigenetik hastalıkların daha yüksek oranda ortaya çıkması (Falls ve ark, 1999; 
DeBaun ve ark, 2003; Weksberg ve ark, 2003; Maher ve ark, 2003;  Ørstavik ve ark, 2003), 
bu bulguları destekler niteliktedir. Bu bulgulara paralel olarak ÜYTE uygulamaları 
sonucunda, 11p15.5 kromozomundaki imprinting özelliği gösteren genlerin mutasyona 
uğradıkları ve buna bağlı olarak aşırı büyüme bozukluğu ile karakterize olan Beckwith-
Wiedemann Sendromu’nun görülme riskinin arttığı bildirilmiştir (Gicquel ve ark, 2003). Cox 
ve ark (2002), ICSI yöntemiyle dünyaya gelmiş iki bireyde Angelmen Sendromu geliştiğini 
ortaya koymuşlardır. Ayrıca, ÜYTE uygulamaları sonucu dünyaya gelen bireylerde serebral 
palsi (Hvidtjørn ve ark, 2006) ve epilepsi (Sun ve ark, 2007) gibi hastalıkların görülme 
riskinin, normal doğum sonucu dünyaya gelen bireyler ile kıyaslandıklarında, daha yüksek 
olduğu bildirilmiştir. ÜYTE uygulanarak doğan çocuklarda otizm teşhisi konan çocuk 
sayısının da ciddi bir şekilde arttığı rapor edilmiştir (Fountain ve ark, 2015). Ayrıca, ÜYTE 
uygulamaları sonucunda dünyaya gelen bireylerin kansere yakalanma risklerinin daha yüksek 
olabileceğine dair veriler de bulunmaktadır (Källén ve ark, 2010). Moll ve ark (2003), ÜYTE 
uygulaması ile doğan bebeklerin göz kanseri olarak bilinen retinoblastomaya yakalanma 
risklerinin normal bireylere göre daha fazla olduğunu belirtmişlerdir. Ülkemizde birçok tüp 
bebek merkezinin katılımıyla gerçekleştirilen bir çalışmada ise, ÜYTE uygulanarak doğan 
bebeklerde neonatal sepsis ve mortalite oranlarının daha yüksek olduğu görülmüştür (Türk 
Neonatoloji Derneği Yardımcı Üreme Teknikleri ve Çoğul Gebelikler Çalışma Grubu, 2010). 
İmplantasyon öncesi embriyo gelişiminin, fötal gelişimi etkileyen en önemli faktörlerden 
birisi olduğu göz önüne alındığında (Lane ve Gardner, 2005), bütün bu veriler erken 
embriyonal dönemde maruz kalınan stresin organların gelişiminde ve işlevlerinde kalıcı 
değişikliklere neden olabileceğini ve bu durumun ileriki yaşlarda söz konusu bireylerde çeşitli 
hastalıkların gelişimine zemin hazırlayabileceğini düşündürmektedir (Ceelen ve ark, 2008).  
Başka bir ifadeyle, erişkin dönemde görülen bazı hastalıklar, fötal gelişim sürecinde 
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görülebilecek olan aksaklıkların bir yansıması/sonucu olarak ortaya çıkabilmektedir  (Barker , 
2007).  
ÜYTE uygulaması sonucu dünyaya gelen çocuklarda, astım, romatoid artrit ve 
enfeksiyöz hastalıklar gibi immünolojik sistem hastalıklarının daha fazla görüldüğüne ilişkin 
veriler bulunmaktadır (Ericson ve ark, 2002; Koivurova ve ark, 2007; Carson ve ark, 2013; 
National Collaborating Centre for Women's and Children's Health, 2013). Fernández-
Gonzalez ve ark (2008) tarafından gerçekleştirilen ve ICSI yöntemiyle doğan farelerde 
pnömoni insidansının arttığını gösteren deneysel bir çalışmadan elde edilen sonuçlar bu 
bulguları destekler niteliktedir. Diğer yandan IVF tekniklerinin karşılaştırmalı olarak 
incelendiği bir diğer çalışmada, ICSI tekniği kulanılarak doğan bireylerin, standart IVF 
teknikleri uygulanarak doğan bireylere göre daha düşük solunum problemleri riskine sahip 
olduğu gösterilmiştir (Källén ve ark, 2005). Yine son dönemlerde astım ve atopik hastalıklar 
ile ilgili yapılan çalışmalar (Klemetti ve ark, 2006; Çetinkaya ve ark, 2009; Sicignano ve ark, 
2010; Jäderberg ve ark, 2012; Carson ve ark, 2013; Guibas ve ark, 2013; 2014; Källén ve ark, 
2013), ÜYTE yöntemleri kullanılarak doğan çocukların, doğal yollarla dünyaya gelen 
çocuklarla karşılaştırıldığında astım ve atopik hastalıklar açısından daha büyük bir risk altında 
olabileceklerini düşündürmektedir (Nwaru ve ark, 2016).  Konuyla ilgili olarak, Aydın Adnan 
Menderes Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı bünyesinde 
Prof. Dr. Levent Karagenç tarafından yürütülen “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve 
embriyo transferinin fötal akciğer dokusunda Toll-Benzeri Reseptörlerin (TLR) ekspresyonu 
üzerine etkisi” isimli TÜBİTAK projesinden (Proje no: 112O259)  elde edilen veriler, in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferi uygulanarak elde edilen fötuslarda akciğer gelişiminin 
geri kaldığını ve belirli TLR genlerinin ekspresyon düzeylerinin anlamlı olarak azaldığını 
göstermiştir. Ayrıca, birimimizde gerçekleştirilen “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve 
embriyo transferinin solunum sisteminde epitel hücre sayıları üzerine etkisi” isimli bir 
projeden (Adnan Menderes Üniversitesi, BAP proje no: VTF15057)  elde edilen veriler, in 
vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fötal ve yetişkin fare trakeya ve 
akciğer dokularında bazal, nöroendokrin, silli, Clara, TipI ve TipII pönomosit hücre 
popülasyonlarının etkilenmiş olduklarını göstermektedir. Benzer şekilde, yürütücülüğü Prof. 
Dr. Levent Karagenç tarafından gerçekleştirilen “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve 
embriyo transferinin fötal trakeya dokusunda bazal hücrelerin sayısı üzerine etkisi” isimli 
yüksek lisans tez projesinden (Adnan Menderes Üniversitesi, BAP proje no:  VTF14028)  
elde edilen veriler, in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fötuslarda (E 
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18.5), bazal hücre sayılarının anlamlı düzeyde arttığını göstermiştir. Bütün bu veriler, ÜYTE 
uygulamaları sonucunda dünyaya gelen ve özellikle düşük doğum ağırlığına sahip bebeklerde, 
normal doğum sonucu dünyaya gelen bebekler ile karşılaştırıldıklarında, akciğer gelişiminin 
geri kalabileceğini, akciğerde hücre sayılarının/dinamiklarinin değişebileceğini, bağışıklık 
sistemlerinin tam olarak gelişmemiş olabileceğini ve buna bağlı olarak çeşitli enfeksiyöz ve 
alerjik akciğer hastalıklarına karşı daha duyarlı olabileceklerini düşündürmektedir.  Ayrıca, 
112O259 numaralı TÜBİTAK projesi kapsamında gerçekleştirilen mikro-array analizlerinden 
elde edilen sonuçlar, Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme grubuna ait fötal akciğer 
doku örneklerinde Notch sinyal yolağı ile indüklenen Inpp5k, Pik3R1, Cdkn1a, Fhl1, Stat3, 
Nfkbia, Rbpjl, ve Hey1 genlerinin ekspresyon düzeylerinin anlamlı olarak azaldığını; Cdk2, 
Hat1 ve Skp2 genlerinin ekspresyon düzeylerinin ise anlamlı olarak arttığını göstermiştir. Bu 
bilgi ve bulgular doğrultusunda gerçekleştirilen tez çalışmasında mikroarray sonuçlarını qRT-
PCR ve western blot yöntemleri ile doğrulamak, Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyon 
profillerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 
 
3.1. Gereç 
 
3.1.1. Çalışma Materyali 
 
Sunulan tez çalışması, 2017-2019 yılları arasında Aydın Adnan Menderes Üniversitesi 
Veteriner Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Sunulan tez 
çalışmasının gerçekleştirilmesi amacıyla, Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan 
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan, 30.11.2016 tarihli 64583101/2016/178 (revize: 07.12.2018 
tarihli 64583101/2018/0140) sayılı karar ile onay alınmıştır.  
Sunulan tez çalışmasında, çalışma materyali olarak, yürütücülüğü Prof. Dr. Levent 
Karagenç tarafından yapılmış olan ve tamamlanan “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve 
embriyo transferinin fötal akciğer dokusunda Toll-Benzeri Reseptörlerin (TLR) ekspresyonu 
üzerine etkisi” (112O259 numaralı TÜBİTAK projesi) isimli proje kapsamında alınmış olan 
fötal akciğer doku örnekleri kullanılmıştır. 112O259 numaralı TÜBİTAK projesinde 
C57BL/6 erkek farelerin ve BALBc dişi fareler ile çiftleştirilmesi sonucu elde edilen F1 hibrit 
fareler deney süresince 14 saat aydınlık ve 10 saat karanlık ışık siklusunda barındırılmış, yem 
ve su ad libitum olarak verilmiştir. Çalışmada Kontrol grubu ve Deneme grubu olmak üzere 
iki farklı gruba yer verilmiştir. Kontrol grubu, PMSG+hCG uygulaması yapılmamış olan 8-12 
haftalık F1 hibrit dişi farelerin aynı yaştaki F1 hibrit erkek farelerle çiftleştirilmesi sonucu 
elde edilen ve gebeliğin 18.5 gününde (E18.5) izole edilen fötuslardan oluşturulmuştur. 
Deneme grubu ise, PMSG+hCG uygulaması yapılarak F1 hibrit erkek farelerle çiftleştirilen 
dişilerden elde edilen döllenmiş yumurta hücrelerinin (zigot) atmosferik oksijen 
konsantrasyonunda büyütülmeleriyle elde edilen, dolayısıyla in vitro ortamda geliştirilen 
blastosistlerin yalancı gebe dişilere transferleri ile elde edilen fötuslardan (E18.5)  
oluşturulmuştur.  
Yukarıda sözü edilen “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferinin fötal 
akciğer dokusunda Toll-Benzeri Reseptörlerin (TLR) ekspresyonu üzerine etkisi” isimli, 
TÜBİTAK projesi kapsamında fötal (E18.5) akciğer doku örneklerinde gerçekleştirilen 
mikro-array çalışmaları ile ~45.000 adet genin ekspresyon düzeyleri belirlenmiş ve Notch 
sinyal yolağı ile ilişkili olan bütün genlerin ekspresyon düzeylerinde bir farklılık olup 
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olmadığı saptanmıştır. Yapılan incelemeler, Kontrol grubunu oluşturan fötuslar ile 
kıyaslandığında, Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Hey1 geninin ekspresyon düzeyinin 
azaldığı (down-regüle),  Skp2 geninin ise ekspresyon düzeyinin arttığı (up-regüle) 
saptanmıştır. Bu çalışmaların devamı niteliğinde olan sunulan tez çalışması, in vitro embriyo 
kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fötuslara (E18.5) ait akciğer dokularında Notch 
sinyal yolağının hedef genlerinden Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonunun değiştiği 
hipotezini test etmek amacıyla gerçekleştirilmiştir. Buna yönelik olarak, Hey1 ve Skp2 
ekspresyonları immünohistokimya/immmünofloresan boyama yöntemleri ile saptanmış, ilgili 
genlere ilişkin protein ve mRNA ekspresyon düzeylerinde herhangi bir değişimin olup 
olmadığı, western blot ve qRT-PCR yöntemleri kullanılarak belirlenmiştir. 
 Sunulan tez çalışmasında 112O259 numaralı TÜBİTAK projesi kapsamında izole 
edilerek uygun koşullarda muhafaza edilen fötal akciğer doku örnekleri, 
histokimyasal/immunohistokimyasal/immunofloresan boyama yöntemlerini gerçekleştirmek 
amacıyla paraplast içerisinde bloklanmış ve +4 °C’de muhafaza edilmişlerdir. Ayrıca Western 
blot ve qRT-PCR tekniklerinin uygulanması amacıyla –80 °C’de muhafaza edilen fötal 
akciğer doku örnekleri kullanılmıştır. 
Bloklanan fötal akciğer doku örneklerinden mikrotom yardımıyla 5 µm kalınlığında 100 
µm aralıklarla alınan seri kesitler üzerinde, hematoksilen-eozin, immunohistokimya ve 
immunofloresan boyama metotları uygulanmıştır.  
 Hey1 ve Skp2 genlerine ilişkin olarak mikro-array yöntemi ile belirlenen eskpresyon 
farklılıklarının bağımsız ve daha duyarlı bir yöntem ile belirlemek amacıyla qRT-PCR 
yönteminden yararlanılmıştır. qRT-PCR yönteminin uygulanmasında TaqMan ve SYBR 
Green olmak üzere iki farklı prob sisteminden yararlanılmıştır. Hey1 ve Skp2’nin 
translasyonel düzeyde eksprese edilip edilmediğinin semi-kantitaf olarak değerlendirilmesi 
amacıyla western blot tekniği kullanılmıştır.  
Western blot ve qRT-PCR analizlerinde, her bir grup için 18 adet fötal akciğer dokusu 
kullanılmıştır. Her grubu oluşturan 18 adet fötal akciğer doku örnekleri rastgele seçilerek her 
bir doku havuzunda altı adet örnek olacak şekilde Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3 ve 
Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3 biyolojik replikasyonları elde edilmiştir. Bu şekilde 
hem Kontrol, hem de Deneme grubunda üçer adet biyolojik replikasyon grubu 
oluşturulmuştur.  Western blot ve TaqMan bazlı qRT-PCR çalışmaları, oluşturulan doku 
havuzları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Her bir grupta Hey1 ve Skp2 transkripsiyon 
düzeyleri açısından bireysel farklılıkları belirleyebilmek amacıyla Kontrol ve Deneme 
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gruplarına ait fötal akciğer doku örnekleri SYBR Green PCR metodu ile bireysel olarak analiz 
edilmiştir.  
 
 
3.2. Yöntem 
 
3.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu 
 
Sunulan tez çalışmasında, fötal akciğer dokularının genel histolojik yapısını belirlemek 
amacıyla hematoksilen- eozin boyama yöntemi kullanılmıştır. Paraplast içerisinde gömülü 
olan fötal akciğer doku örneklerinden alınan 5 µm kalınlığındaki doku kesitleri,  deparafinize 
edilerek standart yöntemlere göre hematoksilen- eozin boyama yöntemi ile boyanmıştır. 
Boyanan kesitler, entellan ile kapatılarak, mikroskopik incelemeye alınmıştır.  
 
 
3.2.2. İmmunohistokimyasal Boyama Metodu 
 
İmmunohistokimya boyamalarında Avidin-biyotin peroksidaz yönteminden 
yararlanılmıştır. Mikrotomda alınan 5 µm kalınlığındaki fötal akciğer kesitleri 
deparafinizasyondan sonra, alkol serilerinden geçirilerek distile suya alınmışlardır. Daha 
sonra, %0,05 oranında Tween-20 içeren sodyum sitrat buffer (pH 6) içerisinde 5 dakika 
kaynatılarak antijen retrival işlemi gerçekleştirilmiştir. Oda sıcaklığında soğumaya bırakılan 
kesitler daha sonra 3x5 dakika süreyle Tris Buffered Saline (TBS, pH 7.6) içerisinde 
yıkanarak endojen peroksidaz aktivitesini gidermek amacıyla %5 oranında H2O2 içeren TBS 
ile 5 dakika inkübe edilmişlerdir. Kesitler 3x5 dakika süreyle TBS içerisinde yıkanarak,    
serum blocking solüsyonu (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) içerisinde oda 
sıcaklığında 20 dakika süreyle inkübe edilmişlerdir. Bu ilei takiben, kesitler Hey1 (NBP2-
47436, Novus, 1/100)  ve Skp2 (NB100-91962, Novus, 1/100)  rabbit poliklonal primer 
antikorları ile bir gece +4 °C'de inkübasyona bırakılmışlardır. Eş zamanlı olarak aynı 
işlemlere tabi tutulan, fakat primer antikor ilave edilmeksizin (primer antikor yerine TBS 
kullanıldı) boyanan doku kesitleri negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Primer antikorla 
inkübasyonu takip eden ertesi sabah tüm kesitler 3x5 dakika süreyle TBS içerisinde yıkama 
işlemini takiben biyotin ile işaretli sekonder antikor (Histostain Plus Broad Spectrum, 
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Invitrogen) içerisinde 37 °C'de 1 saat süreyle inkübe edilmişlerdir. İnkübasyonu takiben 
kesitler 3x5 dakika süreyle tekrar yıkanarak HRP (Histostain Plus Broad Spectrum, 
Invitrogen) solüsyonu ile 37 ºC’de 1 saat süreyle inkübasyona bırakılmışlardır. TBS içerisinde 
yıkama işlemini (3x5 dakika) takiben, antikora bağlanma gösteren immunpozitif hücreleri 
saptamak amacıyla kesitler TBS içerisinde hazırlanan %3 oranında H2O2 ve 3,3’ 
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, 3 mg/ml) solüsyonu ile 1 dakika süreyle inkübe 
edilmişlerdir. Bu işlemi takiben kesitler Harris hematoksilenle 10 saniye süre ile boyanarak 
hücre çekirdeklerinin görülebilmesi sağlanmıştır. Kesitler rutin doku takip işlemlerinden 
geçirilerek entallan ile kapatılmış ve mikroskobik inceleme gerçekleştirilmiştir. İmmunpozitif 
hücrelerin görüntülenmesinde BX51 (Olympus) araştırma mikroskopu ve DP70 
kamera/görüntü analiz sistemi kullanılmıştır. 
 
  
3.2.3. İmmunofloresan Boyama Metodu 
 
Mikrotomda alınan 5 µm kalınlığındaki fötal akciğer kesitleri deparafinizasyondan 
sonra, alkol serilerinden geçirilerek distile suya alınmışlardır. Daha sonra, %0,05 oranında 
Tween-20 içeren sodyum sitrat buffer (pH 6) içerisinde 5 dakika kaynatılarak antijen retrival 
işlemi gerçekleştirilmiştir. Oda sıcaklığında soğumaya bırakılan kesitler daha sonra 3x5 
dakika süreyle TBS (pH 7,6) içerisinde yıkanarak PBS içerisinde hazırlanan %5’lik normal 
keçi serumu (NGS) solüsyonu (%1 BSA ve %0,01 Tritonx-100) içerisinde oda sıcaklığında 20 
dakika süreyle inkübe edilmişlerdir.  Bu işlemi takiben, Hey1 (NBP2-16818, Novus, 1/100)  
ve Skp2 (NB100-91962, Novus, 1/100)  rabbit poliklonal primer antikorları ile bir gece +4 
°C'de inkübasyona bırakılmışlardır. Eş zamanlı olarak aynı işlemlere tabi tutulan, fakat primer 
antikor ilave edilmeksizin (primer antikor yerine TBS kullanıldı) boyanan doku kesitleri 
negatif kontrol olarak kullanılmıştır. Primer antikorla inkübasyonu takip eden ertesi sabah 
tüm kesitler bağlanma göstermeyen primer antikorların uzaklaştırılması amacıyla 3x5 dakika 
süreyle TBS ile yıkama işlemine tabi tutulmuşlardır. Bu işlemi takip eden tüm işlemler, 
karanlık bir ortamda gerçekleştirilmiştir. Yıkama işlemini takiben, kesitler sekonder antikor 
[Goat anti- rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa-Fluor 488 A11034, Invitrogen] 
içerisinde bir saat 37 °C'de inkübe edilmişlerdir. İnkübasyonu takiben kesitler 3x5 dakika 
süreyle tekrar yıkanarak hücre çekirdeklerini boyamak amacıyla, PBS içerisinde hazırlanmış 
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole (200 ng/ml) ile 1-2 dakika muamele edilmişlerdir.  
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Kesitler 3x5 dakika süreyle tekrar yıkanarak kapatma solüsyonu (Mounting medium, 
Invitrogen) ile kapatılmış ve mikroskobik inceleme gerçekleştirilmiştir. İmmünofloresans 
boyama sonuçlarının değerlendirilmesinde flöresan ataçmanlı BX51 (Olympus) araştırma 
mikroskopu ve DP70 kamera/görüntü analiz sistemi kullanılmıştır.   
 
 
3.2.4. Western Blot Metodu 
 
Western blot analizleri her grup için üç biyolojik replikasyonda (Kontrol-R1, R2 ve R3 
ve Deneme-R1, R2 ve R3) ayrı ayrı gerçekleştirilmiştir. Western blot analizlerini 
gerçekleştirmek amacıyla, –80 °C’de muhafaza edilen fötal akciğer doku örnekleri (Kontrol-
R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) TissueLyserLT homojenizasyon cihazında (Qiagen) 
homojenize (3x2 dakika, 50 MHz) edilerek total protein izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Fötal 
akciğer dokularını homojenize etmek amacıyla PMSF (fenil metil sülfonil fulorid), 
orthovanadate ve proteaz inhibitörleri içeren RIPA Lysis tamponu (SantaCruz) kullanılmıştır. 
Homojenizasyonu takiben, homojenatlar 13,000xg’de 15 dakika süre ile +4 ºC’ de santrifüj 
edilmişlerdir. Santrifüj sonucu elde edilen süpernatantlar yeni tüplere aktarılmış, bu 
süpernatantlardan her bir örnek için ayrı ayrı belirli dilüsyonlar hazırlanarak total protein 
analizleri yapılmıştır. Total protein miktarını belirlemek amacıyla, Smart TM BCA 
(Bicinchoninic acid/Bisinkoninik asit) Protein Assay kiti (İntron Biyoteknoloji) kullanılmıştır. 
Standart olarak kit ile birlikte gelen BSA (bovine serum albumin) solüsyonundan (2mg/ml) 
yararlanılarak her bir gruba ait total protein miktarı, BSA-protein standart eğrisi kullanılarak 
hesaplanmıştır. Örnek bir BSA-protein standart eğrisi Şekil 11’de sunulmuştur. Geride kalan 
süpernatantlar küçük miktarlara bölünerek western blot tekniğinde kullanılmak üzere -20 
ºC’de muhafaza edilmişlerdir.                     
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Şekil 11. BSA-Protein standart eğrisi. 
 
Kontrol ve Deneme gruplarına ait protein örneklerini yüklemek amacıyla öncelikle 
SDS-PAGE (sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi) jelleri hazırlanmıştır.  İlk 
olarak %12' lik ayırıcı (separating) jel hazırlanarak, yükleme tankındaki cam tabakalar 
arasına dökülmüş ve hava kabarcıklarının giderilmesi amacıyla jel üzerine izopropil alkol 
ilave edilmiştir. Jelin polimerleşmesini takiben izopropil alkol uzaklaştılarak, jel distile su ile 
yıkanmıştır. Watman kağıdı ile seperating jelin üst kısmı kurulandıktan sonra,  hazırlanan 
%5'lik paketleyici (stacking) jel hızlı bir şekilde seperating jel üzerine dökülmüş ve kuyucuklu 
tarak yerleştirilmiştir. Stacking jelin polimerleşmesini takiben kalıplar dikey elektroforez 
tankı içerisine yerleştirilmiştir. İki cam blok arasına ve jel kasetinin yarısını geçmeyecek 
şekilde tankın içerisine 1x yürütme tamponu (running buffer) dökülerek tarak çıkarılmıştır.  
Proteinlerin seperasyonunda (ayrıştırılması) Biorad elektroforez sisteminden 
yararlanılmıştır. Kontrol ve Deneme gruplarına ait örneklerin protein miktarları ve yüklenen 
volümler Tablo 2’de gösterilmiştir. Yüklenecek olan proteinler gerektiği miktarda ependorf 
tüplere alınarak üzerlerine eşit hacimde 2X Loading dye (Sample Buffer, Laemmli 2× 
Concentrate, S3401) eklenerek, volüm Lizis buffer (RİPA lysis buffer) ile 20 µl’ye 
tamamlanmıştır. Hazırlanan tüpler vortekslenerek hızlı bir santrifüj işlemine tabi 
tutulmuşlardır. Santrifüj işlemini takiben 10 dakika süre ile 65ºC’de ısıtma tablasında (heating 
blok) bekletilen örnekler, tekrar hızlı bir santrifüj işlemine tabi tutularak örnekler yüklemeye 
hazır hale getirilmişlerdir. Tüm örnekler için her bir kuyucuğa 200 µg protein yüklemesi 
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yapılmıştır. Protein bantlarının büyüklüklerinin belirlenmesi amacıyla, ayrı bir kuyucuğa 3 µl 
protein belirteci (Pre-stained protein lader V, GeneAid) yüklenmiştir. Proteinlerin 
ayrıştırılması amacıyla, yüklenen örneklerin 200 volt, 50 mA’de 60 dakika süreyle 
koşturulmaları sağlanmıştır.  
  
Tablo 2. Her bir grup için 200 µg protein içeren total hacimler 
 
Ayrıştırılan proteinlerin jelden nitroselüloz membrana (İmmobilon-P, Millipore) 
transfer edilerek aktarılması amacıyla BioRad blotlama sisteminden yararlanılmıştır. Bu 
amaçla, öncelikle kasetin siyah tarafı aşağı gelecek şekilde, blotlama kasetleri arasına 
Wattman No#1 kâğıtları yerleştirilmiştir. Kağıtlar üzerine poliakrilamid jel ve jelin üzerine de 
nitroselüloz membran konulmuştur. Membran üzerine tekrar Wattman No#1 kâğıtları 
yerleştirilerek bir rulo yardımıyla hava kabarcıkları giderilmiştir. Uygun bir biçimde kapatılan 
kasetler blotlama tankına yerleştirilmiş ve bu işlemi takiben, blotlama tankı içerisine bir buz 
kaseti konularak transfer tamponu (blotting buffer) tank üzerinde işaretli kısma kadar 
doldurulmuştur. Tankın kapağı kapatılarak bir saat süre ile 100 V ve 350 mA akım 
uygulanarak jelde bulunan proteinlerin nitroselüloz membranlara aktarılması sağlanmıştır. 
Transfer işlemini takiben nitroselüloz membranlar, %5'lik süt tozu (Skim Milk Powder, 
Sigma-Aldrich 70166) içeren bloklama solüsyonunda (skim milk powder içeren TBS pH7,6) 
oda sıcaklığında bir saat süre ile inkübe edilmişlerdir. Bloklama işlemi ve sonrasında 
uygulanan tüm işlemler bir çalkalayıcı üzerinde gerçekleştirilmiştir. Bloklama işlemini 
takiben membranlar 3x5 dakika süreyle %0,1 oranında Tween-20 içeren TBS solüsyonu 
(TBST) ile yıkanarak, %5 oranında süt tozu içeren TBST solüsyonu içerisinde hazırlanan 
Hey1 (NBP2-16818, 1:1000) ve Skp2 (NB100-91962, 1:1000) primer antikorları ile bir gece 
boyunca +4ºC’de inkübe edilmişlerdir. Spesifik bağlanma göstermeyen antikorların 
uzaklaştırılması amacıyla, 3x5 dakika süreyle TBST solüsyonu ile yıkama işleminin takiben 
membranlar, %5 oranında süt tozu içeren TBST solüsyonu içerisinde hazırlanan sekonder 
Gruplar Örnek Volümü 2x Loading Dye Lizis Buffer Total Hacim 
Kontrol-R1 4.26 µl 4.26 µl 11.48 µl 20 µl 
Kontrol-R2 3.85 µl 3.85 µl 12.3 µl 20 µl 
Kontrol-R3 3.91 µl 3.91 µl 12.8 µl 20 µl 
Deneme-R1 6.69 µl 6.69 µl 6.62 µl 20 µl 
Deneme-R2 6.93 µl 6.93 µl 6.14 µl 20 µl 
Deneme-R3 7.03 µl 7.03 µl 5.94 µl 20 µl 
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antikor (Goat anti-Rabbit lgG-HRP, sc-2004, 1:5000) ile oda sıcaklığında bir saat süre ile 
inkübe edilmişlerdir. TBST solüsyonu ile tekrar eden bir yıkama işleminin ardından 
membranlar, kurutma kâğıdına alınarak fazla yıkama solüsyonunun olabildiğince 
uzaklaştırılması sağlanmıştır. 10- 180 kDa arasında olan tüm protein bantları ve pre-stained 
protein belirteçlerinin EC3 Görüntüleme Sistemi’nde (EC3 Chemi HR 410 Imaging System, 
UVP) floresan ışıma göstermelerini sağlamak amacıyla her bir renkli bant WesternSure Pen 
(Li-Cor) kalemiyle işaretlenmiştir. Bu işlemin ardından membranlar iki dakika süreyle 
Enhanced Chemiluminescence solüsyonu (Novex® ECL, İnvitrogen ya da Luminata 
Crescendo, Millipore) ile karanlık bir ortamda muamele edilmişlerdir. Hey1 ve Skp2 
antikorlarına bağlanma gösteren spesifik bantlar,  EC3 Görüntüleme Sistemi’nde (EC3 Chemi 
HR 410 Imaging System, UVP) görüntülenmiştir. Görüntüleme işlemini takiben membranlar 
3x5 dakika süreyle TBST solüsyonu ile yıkama işlemine tabi tutulmuşlardır. Aynı 
membranlar, endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin protein düzeylerini belirlemek 
amacıyla anti-β-aktin (SantaCruz, sc-47778; 1:1000) primer antikoru ile bir gece boyunca 
+4ºC’de inkübe edilmişlerdir. Spesifik bağlanma göstermeyen antikorların uzaklaştırılması 
amacıyla, 3x5 dakika süreyle TBST solüsyonu ile yıkama işleminin takiben membranlar, %5 
oranında süt tozu içeren TBST solüsyonu içerisinde hazırlanan sekonder antikor (Goat anti-
Mouse lgG-HRP, sc-2005, 1:5000) ile oda sıcaklığında bir saat süre ile inkübe edilmişlerdir. 
TBST solüsyonu ile tekrar eden bir yıkama işleminin ardından membranlar, kurutma kâğıdına 
alınarak fazla yıkama solüsyonunun olabildiğince uzaklaştırılması sağlanmıştır. Bu işlemleri 
takiben, β-aktin antikorlarına bağlanma gösteren spesifik bantlar, EC3 Görüntüleme 
Sistemi’nde (EC3 Chemi HR 410 Imaging System, UVP) görüntülenmiştir. VisionWorks®LS 
analiz programı (UVP) kullanılarak, gerek hedef proteinler, gerekse beta aktin proteini için 
maksimum bant yoğunlukları (Imax), hesaplanmıştır. Hey1 ve Skp2 Imax değerleri aynı 
membranlarda hesaplanan β-aktin Imax değerlerine bölünerek, hedef genler için elde edilen 
bant yoğunlukları normalize edilmiş ve sonuçlar arbitrary unit (a.u.) olarak verilmiştir. 
Sonuçlar değerlendirilmesinde, her bir grup için elde edilen verilerin ortalamaları 
kullanılmıştır.  
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3.2.5. Total RNA İzolasyonu 
 
Tüm gruplara ait fötal akciğer doku örneklerinden total RNA izolasyonunu 
gerçekleştirmek amacıyla, Trizol solüsyonu ve PureLink RNA izolasyon kiti (Ambion) 
kullanılmıştır.  RNA izolasyonu üretici firmanın önermiş olduğu RNA izolasyon protokolü 
dikkate alınarak gerçekleştirilmiştir. RNA örneklerinde olası DNA kontaminasyonunu 
engellemek amacıyla tüm RNA örnekleri DNase solüsyonu ile (PureLink DNase, Invitrogen) 
muamele edilmiştir. On-sekiz adet Kontrol grubu, on-sekiz adet Deneme grubuna ait olmak 
üzere, otuz-altı adet fötal akciğer dokusundan bireysel olarak total RNA elde edilmiştir. İzole 
edilmiş RNA örneklerinde, total RNA konsantrasyonunu belirlemek için, örnekler 10 mM 
Tris-HCI (pH 7,5) içerisinde 1/20 oranında sulandırılmış ve total RNA konsantrasyonu 
MultiskanGo (Thermo) spektrofotometri cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Total RNA 
konsantrasyonu (µg/ml), “A260 x sulandırma katsayısı x 40 µg/ml” denkleminden 
yararlanılarak hesaplanmıştır. Daha sonra eşit miktarda RNA kullanılarak her grupta altışarlı 
olmak üzere üçer adet birleştirilmiş (pooled) RNA örnekleri (Kontrol-R1, R2 ve R3 ve 
Deneme-R1, R2 ve R3 biyoloji replikasyonları) oluşturulmuştur. Oluşturulan Kontrol-R1, R2 
ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3 biyoloji replikasyonlarının miktar ve kaliteleri MultiskanGo 
(Thermo) spektrofotometri cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Gerek bireysel, gerekse 
birleştirilmiş (pooled) RNA örnekleri daha sonra kullanılmak üzere -80 oC’ de muhafaza 
edilmişlerdir.  
 
 
3.2.6. Real-Time PCR (qRT-PCR)  
 
3.2.6.1. cDNA (komplementer DNA) sentezi 
 
TaqMan ve SYBR Green metotları kullanılarak yapılan qRT-PCR analizleri için total 
RNA örneklerinden cDNA sentezi gereçekleştirlmiştir. cDNA sentezi, SuperScript™ III 
Reverse Transcriptase (Invitrogen) kiti kullanılarak üretici firma tarafından belirtilen 
protokole bağlı kalınarak gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezi için 500 ng total RNA 
kullanılmıştır (Tablo 3 ve 4).  
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Tablo 3. Birleştrilmiş (pooled) örneklerde RNA miktarlarının (500 ng) hazırlanması 
        Gruplar 500 ng RNA (ul) Nükleaz içermeyen H2O (ul) Total Hacim (ul) 
Kontrol-R1 1,60  18,40  20  
Kontrol-R2 1,30  18,70  20  
Kontrol-R3 1,11  18,89  20  
Deneme-R1 2,45 17,55  20  
Deneme-R2 1,69  18,31  20  
Deneme-R3 1,54  18,46  20  
 
Tablo 4. Bireysel örneklerde RNA miktarlarının (500 ng) hazırlanması   
Gruplar 500 ng RNA (ul) 
(ul) 
Nükleaz içermeyen H2O (ul) (ul) Total Hacim (ul) 
K1 0,84 19,16 20  
K2 1,69 18,31 20  
K3 1,05 18,95 20  
K4 1,67 18,33 20  
K5 1,66 18,34 20  
K6 2,76 17,24 20  
K7 1,86 18,14 20  
K8 1,71 18,29 20  
K9 1,48 18,52 20  
K10 0,95 19,05 20  
K11 1,23 18,77 20  
K12 1,39 18,61 20  
K13 1,17 18,83 20  
K14 1,37 18,63 20  
K15 
K 
1,13 18,87 20  
K16 0,87 19,13 20  
K17 2,30 17,70 20  
K18 2,19 17,81 20  
D1 1,27 18,73 20  
D2 1,46 18,54 20  
D3 0,88 19,12 20  
D4 1,59 18,41 20  
D5 0,70 19,30 20  
D6 2,06 17,94 20  
D7 1,69 18,31 20  
D8 0,78 19,22 20  
D9 0,74 19,26 20  
D10 0,98 19,02 20  
D11 1,25 18,75 20  
D12 0,89 19,11 20  
D13 0,79 19,21 20  
D14 0,98 19,02 20  
D15 1,39 18,61 20  
D16 
 
1,00 19,00 20  
D17 1,15 18,85 20  
D18   1,01   
 
18,99 20 
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Tablo 3 ve 4’te belirtilen 20 µl total hacimli RNA örnekleri daha sonra Tablo 5’te 
belirtilen ve kite ait bileşenlerin belirli oranlarda karıştırılmasıyla 20 µl’lik total volümlerde 
hazırlanan 2X reverse transkripsiyon master karışımı ile bir araya getirilerek toplam hacim 40 
µl olacak şekilde karışımlar oluşturulmuştur. Karışım hızlı bir santrifüjün ardından, PCR 
cihazına (Veriti, Applied Biosystems) yerleştirilerek cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir.  
 
Tablo 5. 2X reverse transkripsiyon master karışımının hazırlanması 
Bileşenler Volüm/Reaksiyon (2X) 
10XRT Buffer 4 µl 
25XdNTP Mix (100mM) 1.6 µl 
10X RT Random Primers 4 µl 
MultiScribeTM Reverse Transkriptase 2 µl 
Nükleaz- içermeyen H2O 8.4 µl 
Total/Reaksiyon 20 µl 
           
cDNA sentezi, üretici firma tarafından belirtilen program (25 °C’de 10 dakika, 37 
°C’de 120 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de ∞ ) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Elde 
edilen cDNA örnekleri, real-time PCR analizlerinde kullanılmak üzere -20oC’de muhafaza 
edilmişlerdir.  
 
 
3.2.6.2. TaqMan metodu ile kantitatif real-time PCR (qRT-PCR) analizi 
 
Birleştirilmiş (pooled) örnekler için her bir gruba ait cDNA örnekleri, TaqMan 
problarıyla Tablo 6’da belirtilen miktarlarda reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Real-time PCR 
reaksiyonları, 20 µl toplam hacimde gerçekleştirilmiştir. Hedef genler (Hey1 ve Skp2) ve 
referans gen (β-aktin) için kullanılan TaqMan probları Tablo 7’de gösterilmiştir. 
40 
 
Tablo 6. Her bir örnek için qRT-PCR karışımının hazırlanması. 
Bileşenler Volüm/Reaksiyon 
Assay (Hey1 veya Skp2) 1 µl 
Master mix (2X) 10 µl 
RNase içermeyen H2O 7 µl 
cDNA örneği 2 µl 
Toplam Hacim 20 µl 
                    
Tablo 7. Birleştirilmiş örneklerde gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde kullanılan TaqMan 
probları. 
Gen Prob Kodu (Applıed Bıosystems) 
β-aktin (ACTB) Mm00607939_ s1 
Hey1 Mm00468865_m1 
Skp2 Mm00449925_m1 
 
qRT-PCR analizleri, Applied Biosystems StepOne real-time PCR cihazı kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. Kullanılan termal döngü protokolü Tablo 8’de verilmiştir. 
 
Tablo 8. TaqMan teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde termal 
döngü protokolü. 
Basamak Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 
AmpErase® uracil-N-glycosylase 
(UNG) aktivasyonu  
50 oC 2 dakika  
AmpliTaq Gold enzim aktivasyonu 95oC 10 dakika         1 
Denatürasyon 95oC 15 saniye        40 
Bağlanma/Uzama 60oC 1 dakika 
 
cDNA ve reverse transkriptase içermeyen (sadece su, No-RT) örnekler negatif kontrol 
olarak kullanılmıştır. Gerek Kontrol, gerekse Deneme gruplarında analiz edilen hedef genler 
(Hey1 ve Skp2) ve referans gen (β-aktin) için ortalama Threshold cycle (Ct) değerleri 
hesaplanmış ve elde edilen Ct değerleri, β-aktin geni ile normalizasyon işlemine tabi 
tutulmuşlardır. Gruplar arasındaki farklılıkların hesaplanması amacıyla, Livak ve Schmittgen 
(2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt (comparative Ct) metodu kullanılmıştır. Birleştirilmiş 
(pooled) örneklerde gerçekleştirilen qRT-PCR analizleri, her bir biyolojik replikasyon  
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(Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) için ayrı ayrı ve üç tekrarlı olarak 
gerçekleştirilmiştir. Böylece birleştirilmiş (pooled) örneklerde gerek Kontrol gerekse Deneme 
gruplarında Hey1 ve Skp2 genleri için ayrı ayrı toplam dokuz analiz (3 biyolojik replikasyon x 
3 teknik replikasyon) ve β-aktin geni için ise toplam on-sekiz analiz (2 hedef gen x 3 biyolojik 
replikasyon x 3 teknik replikasyon) gerçekleştirilmiştir.  
 
 
3.2.6.3. SYBR green metodu ile kantitatif real-time PCR (qRT-PCR) analizi 
 
SYBR Green teknolojisi ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde RealAmpTM SYBR 
qPCR Master mix (2X, High ROX, Katalog no 801-051, GeneAll) kullanılmıştır. qRT-PCR 
yönteminin uygulanmasında kullanılan reaksiyon karışımı Tablo 9’da belirtilen şekilde 
hazırlanmıştır. qRT-PCR reaksiyonu 20 µl total hacimde gerçekleştirilmiştir. Hedef genler 
(Hey1 ve Skp2) ve referans gen (β-aktin) için PerlPrimer programı kullanılarak tasarlanan 
primerlerin spesifiteleri PrimerBLAST (NCBI) ile kontrol edilmiştir. Kullanılan primer 
dizileri, Tablo 10’da gösterilmiştir.  
 
Tablo 9. SYBR Green teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde her bir 
örnek için hazırlanan real-time PCR karışımı (1X) 
Bileşenler Volüm/Reaksiyon 
SYBR Green Master mix (2X) 10 µl  
Forward primer (10pmol) 1 µl 
Reverse primer (10pmol) 1 µl 
ROX 1 µl 
cDNA örneği  1.2 µl  
RNase içermeyen H2O 5.8 µl 
Total Hacim 20 µl 
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Tablo 10. SYBR Green teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde 
kullanılan primer dizileri 
Gen Primer dizisi 
β-aktin (ACTB) F- TGTGATGGTGGGAATGGGTC 
R- GCTCATTGTAGAAGGTGTGGT 
Hey1 F- ACGAGACCGAATCAATAACAG 
R- ACTCCGATAGTCCATAGCCA 
Skp2 F- CATAAGATTCTGTCCGAGTG 
R- GATGGTGTTTGGTAAATGTG 
 
qRT-PCR analizlerleri, Applied Biosystems StepOnePlus real-time PCR cihazı 
kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kullanılan termal döngü protokolü Tablo 11’de verilmiştir. 
 
Tablo 11. SYBR Green teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde 
termal döngü protokolü 
Basamak      Sıcaklık      Süre  Döngü Sayısı 
İlk deneatürasyon + enzim aktivasyonu 95oC 10 dakika  
Denatürasyon 95oC 15 saniye 40 
Bağlanma/Uzama 60oC 45 saniye 
 
cDNA ve reverse transkriptase içermeyen (sadece su, No-RT) örnekler negatif kontrol 
olarak kullanılmıştır. Gerek Kontrol, gerekse Deneme gruplarında analiz edilen hedef genler 
(Hey1 ve Skp2) ve referans gen (β-aktin) için ortalama Threshold cycle (Ct) değerleri 
hesaplanmış ve elde edilen Ct değerleri, β-aktin geni ile normalizasyon işlemine tabi 
tutulmuşlardır. Gruplar arasındaki farklılıkların hesaplanması amacıyla, Livak ve Schmittgen 
(2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt (comparative Ct) metodu kullanılmıştır. Birleştirilmiş 
(pooled) örneklerde gerçekleştirilen qRT-PCR analizleri, her bir biyolojik replikasyon  
(Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) için ayrı ayrı ve üç tekrarlı olarak 
gerçekleştirilmiştir. Böylece birleştirilmiş (pooled) örneklerde gerek Kontrol gerekse Deneme 
gruplarında Hey1 ve Skp2 genleri için ayrı ayrı toplam dokuz analiz (3 biyolojik replikasyon x 
3 teknik replikasyon) ve β-aktin geni için ise toplam on-sekiz analiz (2 hedef gen x 3 biyolojik 
replikasyon x 3 teknik replikasyon) gerçekleştirilmiştir. Bireysel örneklerde ise, gerek Kontrol 
gerekse Deneme gruplarında Hey1 ve Skp2 genleri için ayrı ayrı toplam elli-dört analiz (18 
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biyolojik replikasyon x 3 teknik replikasyon) ve β-aktin geni için ise toplam yüzü-sekiz analiz 
(2 hedef gen x 3 biyolojik replikasyon x 3 teknik replikasyon) gerçekleştirilmiştir. 
 
 
3.2.7. İstatistiksel Analizler 
 
 Sonuçlar, ortalama ± Standart Sapma olarak verilmiştir. İki grup karşılaştırılması için 
öncelikle normal dağılıma ugunluk testlerinden Kolmorgov-Smirnoff ve Shapiro Willks 
testleri yapılmıştır. Normal dağılıma uygunluk gösteren verilerde bağımsız t-testi 
uygulanmıştır. Normal dağılıma uygunluk göstermeyen verilerde ise Mann-Withney-U testi 
uygulanmıştır.  p< 0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Değişkenler 
arasındaki korelasyonun ortaya konması amacıyla Pearson korelasyon testi uygulanmıştır. 
İstatistik analizler için, SPSS paket programı (IBM SPSS İstatistik Programı, Version 21.0. 
Armonk, NY: IBM) kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 
 
 
4.1. Fötal Akciğer Dokusunun Genel Histolojik Yapısı 
 
   Fötal akciğer dokusunun genel histolojik yapısını ortaya koymak amacıyla Kontrol ve 
Deneme gruplarına ait doku örneklerinden alınan seri kesitlere hematoksilen/eozin boyama 
yöntemi uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar, Kontrol ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer 
dokularının farklı gelişim evrelerinde olduklarını göstermiştir. Histolojik kesitlerin 
incelenmesi sonucunda akciğer gelişiminin Deneme grubunda psödoglandüler/kanaliküler 
evrede, Kontrol grubunda ise daha ileri bir gelişim aşaması olan sakküler evrede olduğu 
saptanmıştır. Sakküler evrede bulunan Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde yaygın olarak 
bronş, bronşiyol ve terminal sakkuluslara rastlanırken (Şekil 12A), Deneme grubunda, bronş, 
bronşiyoller görülmekle birlikte terminal sakkulusların yerine ileride alveolleri oluşturacak 
olan bezsel (psödoglandüler) yapıların var olduğu görülmüştür (Şekil 12B).  
 
 
Şekil 12. Kontrol ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer dokularının genel histolojik 
görünümü. Kesitler, Hematoksilen/eozin boyama yöntemi ile boyanmıştır. A, Kontrol 
grubuna ait fötal akciğer dokusunun, B ise Deneme grubuna ait fötal akciğer dokusunun ışık 
mikroskop görüntüleridir. Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda akciğer 
gelişiminin geri kaldığı görülmektedir.   Sakküler evrede olan Kontrol grubuna ait kesitlerde 
bronş (BR), bronşiyol (Br) ve terminal sakkuluslar (TS) yaygın olarak görülmektedir (A). 
Buna karşın, psödoglandüler/kanaliküler evrede olan Deneme grubunda (B)  ise bronş ve 
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bronşiyoller görülmekle birlikte terminal sakkulusların yerine ileride alveolleri oluşturacak 
olan bezsel (psödoglandüler) yapıların (ok başları) varlığı dikkat çekmektedir.  
 
 
4.2. Fötal Akciğer Doku Örneklerinde İmmunohistokimya ve İmmunofloresan Boyama 
Yöntemiyle Hey1 ve Skp2 Ekspresyonunun Belirlenmesi 
 
Fötal akciğer doku örneklerinde Hey1 ve Skp2 ekspresyonu gösteren hücreleri 
belirlemek amacıyla immunohistokimya veya immunofloresan boyama yöntemleri 
kullanılmıştır. Primer antikor uygulanmadan gerçekleştirilen boyamalarda herhangi bir 
pozitivite gözlenmemiştir. Gerek immunohistokimya boyama sonuçları (Şekil 13 ve 15), 
gerekse immunofloresan boyama sonuçları (Şekil 14 ve 16) Kontrol ve Deneme gruplarında 
Hey1 ve Skp2 genlerinin benzer bir ekspresyon profiline sahip olduklarını göstermiştir. Her 
iki boyama yönteminde de Hey1’in damar duvarında ve spesifik olarak damar endotel 
hücrelerinde eksprese edildiği (Şekil 13 ve Şekil 14 ok başları) belirlenmiştir. Buna karşın, 
Skp2 pozitivitesinin yaygın olduğu, Skp2’nin fötal akciğer dokusunda birçok hücrede 
eksprese edildiği saptanmıştır (Şekil 15 ve Şekil 16 ok başları). 
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Şekil 13. Fötal akciğer dokularında immunohistokimya boyama yöntemi ile Hey1 
ekpresyonunun belirlenmesi. Kesitler, Hey1 primer antikoru (NBP2-47436, Novus) ile 
muamele edilmiştir. Hey1-pozitif hücrelerin belirlenmesinde kromojen olarak DAB (3,3‟ 
diaminobenzidine tetrahydrochloride); çekirdek boyası olarak Harris hematoksilen 
kullanılmıştır. A,B: Kontrol grubuna ait fötal akciğer dokularında Hey1 pozitif hücreler 
görülmektedir (ok başları). C,D: Deneme grubuna ait fötal akciğer dokularında Hey1 pozitif 
hücreler görülmektedir (ok başları). TS, terminal sakkulusları; oklar ise ileride alveolleri 
oluşturacak olan bezsel (psödoglandüler) yapıları göstermektedir. 
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Şekil 14. Fötal akciğer dokularında immünofloresan boyama yöntemi ile Hey1 
ekpresyonunun belirlenmesi. Kesitler, Hey1 primer antikoru (NBP2-16818, Novus) ile 
muamele edilmiştir. Hey1 immunpozitif hücrelerin belirlenmesi amacıyla Alexa Fluor 488 
(A11034, Invitrogen) sekonder antikoru kullanılmıştır. Hücre çekirdekleri DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) ile boyanmıştır. A, D: Sırasıyla, Kontrol ve Deneme gruplarına ait 
fötal akciğer doku örneklerinde DAPI çekirdek boyası ile boyanmış hücre çekirdekleri. B, E: 
Sırasıyla Kontrol ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer doku örneklerinde yeşil flöresan 
ışıma gösteren Hey1-pozitif hücreler (ok başları). C, F: A/B ve D/E görüntülerinin 
çakıştırılması ile elde edilmiş görüntülerde Hey1 pozitif hücreler (ok başları).  
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Şekil 15. Fötal akciğer dokularında immunohistokimya boyama yöntemi ile Skp2 
ekpresyonunun belirlenmesi. Kesitler, Skp2 primer antikoru (NB100-91962, Novus) ile 
muamele edilmiştir. Skp2-pozitif hücrelerin belirlenmesinde kromojen olarak DAB (3,3‟   
diaminobenzidine tetrahydrochloride); çekirdek boyası olarak Harris-hematoksilen 
kullanılmıştır. A: Kontrol grubuna ait fötal akciğer dokularında Skp2 pozitif hücreler 
görülmektedir (ok başları). B: Deneme grubuna ait fötal akciğer dokularında Skp2 pozitif 
hücreleri görülmektedir (ok başları). TS, terminal sakkulus; oklar ise ileride alveolleri 
oluşturacak olan bezsel (psödoglandüler) yapıları göstermektedir. 
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Şekil 16. Fötal akciğer dokularında immünofloresan boyama yöntemi ile Skp2 ekpresyonunun 
belirlenmesi. Kesitler, Skp2 primer antikoru (NB100-91962, Novus) ile muamele edilmiştir. 
Skp2 immunpozitif hücrelerin belirlenmesi amacıyla Alexa Fluor 488 (A11034, Invitrogen) 
sekonder antikoru kullanılmıştır. Hücre çekirdekleri DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile 
boyanmıştır. A, D: Sırasıyla, Kontrol ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer doku 
örneklerinde DAPI çekirdek boyası ile boyanmış hücre çekirdekleri. B, E: Sırasıyla Kontrol 
ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer doku örneklerinde yeşil flöresan ışıma gösteren Skp2-
pozitif hücreler (ok başları). C, F:  A/D ve B/E görüntülerinin çakıştırılması ile elde edilmiş 
görüntülerde Skp2 pozitif hücreler (ok başları). 
 
 
4.3. Fötal Akciğer Doku Örneklerinde Western Blot Tekniğiyle Hey1 ve Skp2 
Ekspresyonlarının Belirlenmesi 
 
Hey1 ve Skp2 gen ekspresyonunun protein (translasyonel) düzeyinde semi-kantitatif 
olarak saptanması amacıyla western blot tekniğinden yararlanılmıştır. Elde edilen sonuçlar, 
Kontrol (Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3) ve Deneme gruplarında (Deneme-R1, 
Deneme-R2 ve Deneme-R3) endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin proteini için 43kDa; 
Hey1 için yaklaşık 45 kDa; Skp2 için ise yaklaşık 33 kDa ağırlığında olan bantların varlığını 
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göstermiştir. Kontrol (Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3) ve Deneme (Deneme-R1, 
Deneme-R2 ve Deneme-R3) gruplarına ait normalize edilen ortalama değerler ve standart 
sapmaları sırasıyla Hey1 için 0,20 ± 0,01 ve 0,17 ± 0,03; Skp2 için ise 0,20 ± 0,03 ve 0,46 ± 
0,11 olarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme 
grubunda Hey1 protein ekspresyonunun azalmasına rağmen, istatistiksel açıdan Deneme 
grubu ile Kontrol grubu arasında kantitatif bir fark olmadığını (p=0,224, Şekil 17) 
göstermiştir. Buna karşın, Skp2 protein ekspresyonunun Kontrol grubu ile kıyaslandığında 
Deneme grubunda anlamlı düzeyde arttığı (p=0,029, Şekil 18) saptanmıştır.    
 
 
Şekil 17. Western blot yöntemiyle fötal akciğer doku örneklerinde Hey1 protein 
ekspresyonunun belirlenmesi. Western blot işlemi sonrası tüm gruplarda 45 kDa aralığında 
olan ve Hey1 proteinine karşılık gelen spesifik bir bandın varlığı görülmektedir. Endojen 
kontrol olarak kullanılan β-aktinin hem Kontrol, hem de Deneme grubunda eksprese edildiği 
görülmektedir. Normalizasyon işlemi sonrası yapılan hesaplamalar sonucunda, Kontrol grubu 
ile kıyaslandığında, Deneme grubununa ait akciğer dokularında Hey1 proteinine ait 
ekspresyon düzeyinin 1.17 kat azaldığı görülmektedir. Kontrol ve Deneme grupları için 
Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilen kat değişim sonuçları, tüm biyolojik replikasyonlar için 
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gerçekleştirilen normalizasyon işlemleri sonrasında elde edilen ortalama kat değişimi 
değerlerini ifade etmektedir. 
 
Şekil 18. Western blot yöntemiyle fötal akciğer doku örneklerinde Skp2 protein 
ekspresyonunun belirlenmesi. Western blot işlemi sonrası tüm gruplarda 33 kDa aralığında 
olan ve Skp2 proteinine karşılık gelen spesifik bir bandın varlığı görülmektedir. Endojen 
kontrol olarak kullanılan β-aktinin hem kontrol hem de deneme grubunda eksprese edildiği 
görülmektedir. Normalizasyon işlemi sonrası yapılan hesaplamalar sonucunda, Kontrol grubu 
ile kıyaslandığında, Deneme grubununa ait akciğer dokularında Skp2 proteinine ait 
ekspresyon düzeyinin 2.34 kat arttığı görülmektedir. Kontrol ve Deneme grupları için 
Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilen kat değişim sonuçları, tüm biyolojik replikasyonlar için 
gerçekleştirilen normalizasyon işlemleri sonrasında elde edilen ortalama kat değişimi 
değerlerini ifade etmektedir. 
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4.4. Fötal Akciğer Doku Örneklerinden İzole Edilen Total RNA Örneklerinin Kalitesi  
 
Sunulan tez çalışmasında, -80 ºC’de muhafaza edilen Kontrol ve Deneme gruplarına ait 
fötal akciğer doku örneklerinden izole edilen total RNA örneklerinin konsantrasyonunu ve 
saflığını belirlemek amacıyla spektrofotometrik ölçümler yapılmıştır. Kontrol ve Deneme 
gruplarında bireysel ve birleştirilmiş (pooled) RNA örneklerinde RNA konsantrasyonu ve 
aynı örneklerre ait A260, A280, A260/A280 ve [(A260-A320)/(A280-A320)] değerleri Tablo 12 ve 
13’te gösterilmiştir.  Saf bir RNA örneği için A260/ A280 değerinin 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
solüsyonu içerisinde 1,9-2,1 arasında olması gerekmektedir. Dolayısıyla, elde edilen değerler 
RNA örneklerinin saf olduğunu ve örneklerin herhangi bir protein ya da kimyasal madde ile 
kontaminasyonunun söz konusu olmadığını göstermiştir.  
 
Tablo 12. Kontrol ve Deneme gruplarına ait bireysel RNA örneklerinin A260, A280, A260/A280 
ve [(A260-A320)/(A280-A320)] değerleri.  
Örnek 
No 
A260 A280 A320 A260/ A280 [A260 - A280/ 
A280- A320] 
Konsantrasyon 
(ug/ml) 
K1 0,2965 0,1380 0,0036 2,15 2,18 595 
K2 0,1479 0,0681 0,0000 2,17 2,17 296 
K3 0,2370 0,1095 -0,0006 2,16 2,16 474 
K4 0,1498 0,0690 -0,0007 2,17 2,16 299,5 
K5 0,1510 0,0692 -0,0017 2,18 2,15 302 
K6 0,0906 0,0433 0,0013 2,09 2,13 181 
K7 0,1344 0,062 -0,0002 2,17 2,16 269 
K8 0,1461 0,0673 -0,0001 2,17 2,17 292 
K9 0,1687 0,0772 -0,0011 2,19 1,17 337,5 
K10 0,263 0,1189 -0,0015 2,21 2,2 525 
K11 0,2041 0,0929 -0,0015 2,2 2,18 408 
K12 0,18 0,0826 -0,0002 2,18 2,18 360 
K13 0,2137 0,1 0,0034 2,14 2,18 427,5 
K14 0,1829 0,0904 0,011 2,02 2,16 366 
K15 0,2215 0,1046 0,0057 2,12 2,18 443 
K16 0,2885 0,1372 0,0084 2,1 2,17 575 
K17 0,1084 0,0504 0,002 2,15 2,2 217 
K18 0,1143 0,0518 0,0001 2,21 2,21 228,5 
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D1 0,1964 0,0963 0,006 2,04 2,11 393 
D2 0,1708 0,0848 0,0056 2,01 2,09 341,5 
D3 0,285 0,1412 0,0052 2,02 2,06 570 
D4 0,1507 0,0824 0,009 1,9 2,01 313,5 
D5 0,3548 0,1723 0,0078 2,06 2,11 710 
D6 0,1260 0,0663 0,011 1,9 2,08 252 
D7 0,1478 0,0737 0,0039 2,01 2,06 295,5 
D8 0,3217 0,1557 0,0066 2,07 2,11 645 
D9 0,3396 0,1697 0,0162 2 2,11 680 
D10 0,2556 0,1212 0,0024 2,11 2,13 510 
D11 0,2007 0,0971 0,005 2,07 2,12 401,5 
D12 0,2809 0,1335 0,0031 2,1 2,13 560 
D13 0,3162 0,1501 0,0033 2,11 2,13 630 
D14 0,2544 0,1305 0,0047 1,95 1,98 510 
D15 0,1794 0,0881 0,0029 2,04 2,07 359 
D16 0,2489 0,1181 0,0038 2,11 2,14 498 
D17 0,218 0,1076 0,0022 2,03 2,05 436 
D18 0,2469 0,1172 0,0031 2,11 2,14 494 
 
Tablo 13. Kontrol ve Deneme gruplarına ait birleştirilmiş (pooled) RNA örneklerinin A260, 
A280, A260/A280 ve [(A260-A320)/(A280-A320)]  değerleri. 
Örnek No A260 A280 A320 A260/ A280 [A260 - A280/ 
A280- A320] 
Konsantrasyon 
(ug/ml) 
Kontrol-R1 0,1713 0,0822 0,0065 2,08 2,18 342,5 
Kontrol-R1 0,1719 0,0795 0,0007 2,16 2,17 344 
Kontrol-R1 0,1604 0,0748 0,0023 2,14 2,18 321 
Deneme-R1 0,1426 0,0683 -0,0012 2,09 2,07 285 
Deneme-R2 0,2481 0,121 0,0055 2,05 2,1 496 
Deneme-R3 0,2172 0,1046 0,0002 2,08 2,08 434,5 
 
Bu şekilde saflığı belirlenen RNA örneklerinde, RNA bütünlüğünü test etmek 
amacıyla 1 μg total RNA, Redsafe nükleik asit boyası içeren %1’lik denature agaroz jelde 
koşturulmuştur. analiz edilen tüm örneklerde 28S ve 18S rRNA bandlarında herhangi bir 
smear’in bulunmadığı ve 28S/18S rRNA oranının yaklaşık olarak 2:1 oranında olduğu tespit 
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edilmiştir (Şekil 19). Elde edilen sonuçlar doku örneklerinin alınması ve saklanmasından, 
total RNA izolasyonuna kadar geçen tüm süreç boyunca örneklerin RNase enzimi ile 
kontaminasyonu ve yıkımlanmasının söz konusu olmadığını ve buna bağlı olarak RNA 
bütünlüğünün korunduğunu göstermektedir.  
 
 
Şekil 19. Total RNA örneklerinde 28S ve 18S rRNA bandlarının agaroz jelde görüntüsü. 
Kontrol ve Deneme gruplarına ait bireysel ve birleştirilmiş (pooled) örneklerden 1 µg total 
RNA, %1’lik denature agaroz jelde koşturulmuştur. 28S ve 18S rRNA bandlarında herhangi 
bir smear’in oluşmamış olması ve 28S/18S rRNA oranının yaklaşık olarak 2:1 oranında 
bulunması incelenen tüm örneklerde total RNA bütünlüğünün korunduğunu göstermektedir. 
 
 
4.5. Fötal Akciğer Doku Örneklerinde Real-Time PCR Tekniğiyle Hey1 ve Skp2 
Ekspresyonlarının Belirlenmesi 
 
qRT-PCR analizleri, Hey1, Skp2 ve ß-aktin genleri için birleştirilmiş (pooled) 
örneklerde hem TaqMan, hemde SYBR Green metodları ile gerçekleştirilmiştir. Bu 
çalışmalara ek olarak, Hey1 ve Skp2 genlerine yönelik bireysel ekspresyon farklılıklarını 
ortaya koymak amacıyla bireysel örneklerde SYBR Green metodu kullanılarak qRT-PCR 
analizleri gerçekleştirilmiştir.  
TaqMan ve SYBR Green metodları ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde ß-aktin 
generine ait Ct değerleri Şekil 20, 21 ve 22’de sunulmuştur. Gerek TaqMan, gerekse SYBR 
Green metodları ile elde edilen sonuçlar, Kontrol ve Deneme gruplarında endojen kontrol 
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olarak kullanılan ß-aktin genine ait Ct değerlerinin, hem birleştirilmiş (pooled) (Şekil 20, 21), 
hem de bireysel örneklerde (Şekil 22)  birbirlerine çok yakın olduğunu göstermiştir.  
 
 
Şekil 20.  TaqMan metodu ile gerçekleştirilen Real-time PCR analizlerinden elde edilen 
Kontrol ve Deneme gruplarında birleştirilmiş (pooled) örneklerde ß-aktin geni için ortalama 
Ct değerleri. 
 
 
Şekil 21.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
Kontrol ve Deneme gruplarında birleştirilmiş (pooled) örneklerde ß-aktin geni için ortalama 
Ct değerleri. 
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Şekil 22.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
Kontrol ve Deneme gruplarında bireysel örneklerde β-aktin geni için ortalama Ct değerleri. 
 
TaqMan metodu kullanılarak birleştirilmiş (pooled) örneklerde Hey1 ve Skp2 genlerine 
ait ekspresyon düzeylerini belirlemek amacıyla gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde, 
Kontrol ve Deneme gruplarında elde edilen ortalama Ct değerleri ve standart sapmaları Hey1 
geni için 25,97 ± 0,19 ve 27,94 ± 0,06; Skp2 geni için ise 29,78 ± 0,21 ve 26,94 ± 0,07 olarak 
belirlenmiştir (Şekil 23 ve 24). Birleştirilmiş (pooled) örneklerde SYBR Green metodu ile 
gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde Kontrol ve Deneme gruplarında elde edilen ortalama 
Ct değerleri ve standart sapmaları Hey1 geni için 22,29 ± 0,31 ve 24,57 ± 0,32; Skp2 geni için 
ise 33,25 ± 0,88 ve 29,99 ± 0,82 olarak belirlenmiştir (Şekil 25 ve 26). Bireysel örneklerde 
SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinde Kontrol ve Deneme 
gruplarında elde edilen ortalama Ct değerleri ve standart sapmaları Hey1 geni için 22,29 ± 
0,47 ve 24,48 ± 0,46; Skp2 geni için ise 32,12 ± 3,30 ve 29,43 ± 1,90 olarak belirlenmiştir 
(Şekil 27 ve 28).  
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Şekil 23.  TaqMan metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen Deneme 
ve Kontrol gruplarında Hey1 geni için ortalama Ct değerleri.  
       
 
Şekil 24.  TaqMan metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen Deneme 
ve Kontrol gruplarında Skp2 geni için ortalama Ct değerleri. 
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Şekil 25.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme ve Kontrol gruplarına ait Hey1 geni için ortalama 
Ct değerleri. 
 
 
Şekil 26.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme ve Kontrol gruplarına ait Skp2 geni için ortalama 
Ct değerleri. 
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Şekil 27.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
bireysel örneklerde Deneme ve Kontrol gruplarına ait Hey1 geni için ortalama Ct değerleri. 
 
 
Şekil 28.  SYBR Green metodu ile gerçekleştirilen qRT-PCR analizlerinden elde edilen 
bireysel örneklerde Deneme ve Kontrol gruplarına ait Skp2 geni için ortalama Ct değerleri. 
 
Birleştirilmiş (pooled) örneklerde TaqMan metodu ile elde edilen veriler, Kontrol grubu 
ile kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 3,30 (p=0,002) kat 
azaldığını;  Skp2’ye ait mRNA düzeyinin ise 8,53 (p=0,000) kat arttığını göstermiştir. Kontrol 
ve Deneme grubu arasında hesaplanan Hey1 ve Skp2 genlerine ait kat değişim değerleri Şekil 
29 ve 30’da gösterilmiştir. 
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Şekil 29. TaqMan metoduna göre birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme grubuna ait Hey1 
geninin Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct 
değerleri endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. 
Normalizasyon işlemi sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve 
Schmittgen (2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri 
Kontrol grubu “1’’ olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade 
etmektedir. Kat değişim değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin 
azaldığını, >1 değerleri ise Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını 
göstermektedir. 
 
 
Şekil 30. TaqMan metoduna göre birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme grubuna ait Skp2 
geninin Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct 
değerleri endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. 
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Normalizasyon işlemi sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve 
Schmittgen (2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri 
Kontrol grubu ‘’1’’ olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade 
etmektedir. Kat değişim değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin 
azaldığını, >1 değerleri ise Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını 
göstermektedir. 
 
Birleştirilmiş (pooled) örneklerde SYBR Green metodu ile elde edilen veriler, Kontrol 
grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 4,39 kat azaldığını 
(p=0,000) ve Skp2’ye ait mRNA düzeyinin 10,57 kat arttığını (p=0,000) göstermiştir. Kontrol 
ve Deneme grubu arasında hesaplanan Hey1 ve Skp2 genlerine ait kat değişim değerleri Şekil 
31 ve 32’te gösterilmiştir. 
 
Şekil 31. SYBR Green metoduna göre birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme grubuna ait 
Hey1 geninin Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct 
değerleri endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. 
Normalizasyon işlemi sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve 
Schmittgen (2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri 
Kontrol grubu ‘’1’’ olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade 
etmektedir. Kat değişim değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin 
azaldığını, >1 değerleri ise Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını 
göstermektedir. 
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Şekil 32. SYBR Green metoduna göre birleştirilmiş (pooled) örneklerde Deneme grubuna ait 
Skp2 geninin Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct 
değerleri endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. 
Normalizasyon işlemi sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve 
Schmittgen (2001) tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri 
Kontrol grubu ‘’1’’ olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade 
etmektedir. Kat değişim değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin 
azaldığını, >1 değerleri ise Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını 
göstermektedir. 
 
Bireysel örneklerde SYBR Green metodu ile elde edilen veriler, Kontrol grubu ile 
kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 3,88 kat azaldığını (p=0,000) 
ve Skp2’ye ait mRNA düzeyinin 7,57 kat arttığını (p=0,000) göstermiştir. Kontrol ve Deneme 
grubu arasında hesaplanan Hey1 ve Skp2 genlerine ait kat değişim değerleri Şekil 33 ve 34’te 
gösterilmiştir. 
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Şekil 33. SYBR Green metoduna göre bireysel örneklerde Deneme grubuna ait Hey1 geninin 
Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct değerleri 
endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. Normalizasyon işlemi 
sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve Schmittgen (2001) 
tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri Kontrol grubu ‘’1’’ 
olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade etmektedir. Kat değişim 
değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin azaldığını, >1 değerleri ise 
Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını göstermektedir. 
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Şekil 34. SYBR Green metoduna göre bireysel örneklerde Deneme grubuna ait Skp2 geninin 
Kontrol grubuna göre kat değişim değerleri. Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct değerleri 
endojen kontrol olarak kullanılan β-aktin geni ile normalize edilmiştir. Normalizasyon işlemi 
sonrası gruplar arası kat değişim değerlerinin hesaplanması, Livak ve Schmittgen (2001) 
tarafından geliştirilen ΔΔCt metodu ile yapılmıştır. Kat değişim değeri Kontrol grubu ‘’1’’ 
olarak kabul edildiğinde Deneme grubundaki kat değişimini ifade etmektedir. Kat değişim 
değeri, <1 değerleri, Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin azaldığını, >1 değerleri ise 
Kontrol grubuna göre ekspresyon seviyesinin arttığını göstermektedir. 
 
 
4.6. Bireysel Fötal Akciğer Doku Örneklerinde Hey1 ve Skp2 Ekspresyonlarının 
Belirlenmesi 
 
Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonu açısından bireysel farklılıkları ortaya koyabilmek 
amacıyla bireysel örneklerde SYBR Green metodu ile qRT-PCR analizleri 
gerçekleştirilmiştir. Bu amaca yönelik olarak Kontrol grubunda 18 adet, Dememe grubunda 
18 adet olmak üzere toplam 36 adet örnek analiz edilmiştir. Ancak, Dememe grubunda bir 
örnekte (D11) β-aktin, Hey1, ve Skp2 genlerine ait Ct değerlerinin anormal olduğu 
saptanmıştır. Bu durum dikkate alınarak, bu örnek analizlere dahil edilmemiştir. Kontrol ve 
Deneme gruplarında Hey1 ve Skp2 genlerine ait ΔCt değerlerinin dağılım grafikleri Şekil 35'te 
gösterilmiştir.  
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Şekil 35. SYBR Green metoduna göre Kontrol ve Deneme gruplarında Hey1 ve Skp2 
genlerine ait bireysel ΔCt dağılım grafikleri. A, Kontrol grubuna ait bireylerin Hey1 ΔCt 
dağılım grafiklerini; B,  Deneme grubuna ait bireylerin Hey1 ΔCt değerlerinin dağılım 
grafiklerini; C, Kontrol grubuna ait bireylerin Skp2 ΔCt dağılım grafiklerini; D, Deneme 
grubuna ait bireylerin Skp2 ΔCt dağılım grafiklerini göstermektedir. 
 
Hey1 ve Skp2 genlerine ait bireysel 2- ΔCt değerlerinin, 112O259 nolu TÜBİTAK projesi 
kapsamında kullanılan her bir örneğe ait fötus ağırlıkları ile ilişkisini belirlemek amacıyla 
Pearson korelasyon analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen veriler, Hey1 için korelasyon 
katsayısının (r) = 0,784 (p=0,000); Skp2 için ise r değerinin 0,133 (p=0,446) olduğunu 
göstermiştir. Korelasyon katsayısı, tek başına örneklem sayısının büyüklüğünden etkilenen bir 
veridir. Pearson analizinde kullanılan fötus sayısının göreceli olarak düşük (n=18) olması göz 
önünde bulundurularak elde edilen korelasyon katsayılarının karesi (r2) alınmıştır. Bu şekilde 
coefficient of determination (sonuçları açıklama katsayısı) elde edilmiştir. Hey1 geni için 
açıklama kat sayısının (r2) = 0,62 olduğu saptanmış olup bu durum Hey1 mRNA ekspresyon 
düzeyinin % 62 oranında azalan fötus ağırlıklıklarından kaynaklanmış olduğunu ifade 
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etmektedir. Skp2 için elde edilen açıklama katsayısı ise 0,018 olarak belirlenmiştir. Bu durum 
azalan fötus ağırlıklıklarının Skp2 mRNA ekspresyon düzeyini ancak % 1,8 oranında 
etkilediğini göstermektedir. Diğer bir ifadeyle,  Hey1 mRNA ekspresyon düzeyinin fötus 
ağırlıklarının azalması ile pozitif yönde orta düzeyde bir korelasyon gösterdiği (0,62 ); Skp2 
mRNA ekspresyon düzeyi ile fötus ağırlıkları arasında çok zayıf (0,018) bir ilişki bulunduğu 
saptanmıştır.  
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5. TARTIŞMA 
 
 
Bir sağlık sorunu olarak infertilitenin dünya genelinde, 48.5 milyondan fazla çifti 
etkilediği (Agarwal ve ark, 2015; Kumar ve Singh, 2015; Kellesarian ve ark, 2016), ÜYTE 
yöntemleri uygulanarak dünyaya gelen bebek sayısının ise 8 milyondan fazla olduğu 
(ESHRE, 2018) tahmin edilmektedir. Gelişmiş ülkelerde ÜYTE uygulanarak doğan 
bebeklerin, normal doğum sonucu dünyaya gelen bebeklerin %1-4'üne karşılık geldiği 
bildirilmektedir (Kondapalli ve Perales-Puchalt, 2013). Bütün bu rakamlar, sorunun 
yaygınlığını ve ÜYTE uygulamalarına olan gereksinimi ortaya koyması açısından önem 
taşımaktadır. Bununla birlikte, ÜYTE uygulamaları sonucunda doğan bebeklerin sağlık 
durumları ile ilgili duyulan endişelerin artışı, ÜYTE uygulamalarının sağlık üzerine olan 
etkilerinin araştırılmasını da gerekli kılmaktadır (Sutcliffe ve Ludwig, 2007).  
Son yıllarda gerçekleştirilen çalışmalardan elde edilen veriler, normal gebelik sonucu 
dünyaya gelen bebekler ile kıyaslandığında, ÜYTE uygulaması sonucu doğan bebeklerin daha 
fazla sağlık riski taşıdıklarını göstermektedir (Shevell ve ark, 2005; Klemetti ve ark, 2006; 
Basatemur ve ark, 2008; Hediger ve ark, 2013). Nitekim ÜYTE uygulamaları sonucu 
gerçekleşen gebeliklerde, düşük doğum ağırlığı, konjenital anomaliler, perinatal mortalite ve 
gebelikle ilgili diğer komplikasyonların görülme riskinin, normal gebeliklere oranla daha 
fazla olduğunu gösteren pek çok veri bulunmaktadır (Shih ve ark, 2008; Fernando ve ark, 
2012). Ayrıca, otizm spektrum bozukluğu (Autism spectrum disorder, Fountain ve ark, 2015), 
astım (Carson ve ark, 2013), Beckwith-Wiedemann sendromu, Prader-Willi sendromu ve 
Angelman sendromu gibi genetik anomaliler (Debaun ve ark, 2003; Weksberg ve ark, 2003; 
Ludwig ve ark, 2005), kanser (Källén ve ark, 2010), serebral palsi (Strömberg ve ark, 2002) 
ve epilepsi (Sun ve ark, 2007) gibi hastalıkların, normal bireyler ile kıyaslandığında, ÜYTE 
uygulamaları sonucu doğan çocuklarda daha fazla rastlandığı bildirilmiştir. Ayrıca, erken 
(gebeliğin 37. haftasından önce) doğum olasılığını da arttıran ÜYTE uygulamaları sonucu 
doğan bebeklerde solunum yolu enfeksiyonlarına karşı duyarlılığın arttığı belirtilmektedir 
(Koivurova ve ark, 2002). İlk kez Barker (2007) tarafından ortaya atılan ve Barker hipotezi olarak 
bilinen bir hipoteze göre, düşük doğum ağırlığına sahip bireylerde erişkin dönemde Tip2 
diyabet, hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalıklar gibi sağlık problemlerinin görülme 
riskinin, normal yetişkin bireylere göre daha fazla olduğu bildirilmiştir. Dolayısıyla, ÜYTE 
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ile ilişkilendirilen bütün bu komplikasyonlar içerisinde düşük doğum ağırlığının en yaygın ve 
en önemli komplikasyonlardan birisi olarak değerlendirilmesi gerekmektedir.  
 ÜYTE uygulanarak elde edilen gebeliklerin sonucunda doğan bebeklerin hastalıklara 
karşı daha duyarlı olmalarının altında yatan nedenler tam olarak bilinmemekle birlikte, in 
vitro ortamda gerçekleştirilen ÜYTE işlemlerinin bu süreçte önemli bir rol oynayabileceği 
düşünülmektedir (Shih ve ark, 2008; Katari ve ark, 2009). ÜYTE uygulamalarında, 
süperovülasyonu sağlamak amacıyla çeşitli hormonların kullanımı, gamet ya da embriyoların 
in vitro ortamda manipülasyonu, in vitro embriyo kültürü, gamet ya da embriyoların 
dondurulup/çözdürülmesi vb. birçok işlemin gamet ya da embriyolara zarar verebileceği ve 
embriyoların gelişim potansiyelini azaltacağı ortaya konulmuştur (Lu ve ark, 2013). Bütün 
bunlar arasında, embriyo kültürü sırasında kullanılan vasatlar, embriyoların maruz kaldıkları 
oksijen konsantrayonu, ısı, ışık ve kullanılan vasatın pH’sı gibi çevresel ve fiziksel pek çok 
faktör sadece embriyonal gelişim üzerine değil, aynı zamanda fötal gelişim üzerine de etki 
edebilmektedir (Gardner ve Lane, 2004; Wale ve Gardner, 2016).  
Normal (in vivo)  koşullarda embriyoların ovidukt ve uterus içerisinde maruz 
kaldıkları oksijen konsantrasyonu türe bağlı olarak %2-8 arasında değişmektedir (Fischer ve 
Bavister, 1993). In vitro embriyo kültürünün hava içerisinde %5 CO2’li inkübatör koşullarında 
gerçekleştirilmesi durumunda embriyolar atmosferik oksijen konsantrasyonuna (yaklaşık olarak %20-
21) maruz kalmaktadırlar.  İmplantasyon öncesi dönemde atmosferik oksijen konsantrasyonuna 
maruz bırakılan embriyolarda gen ekspresyonunun değiştiği (Harvey ve ark, 2004), blastosist 
gelişiminin etkilendiği ve hücre sayılarının azaldığı ve embriyoda metabolik faaliyetlerin 
aksadığı bilinmektedir (Karagenç ve ark, 2004; Wale ve Gardner, 2016). Dolayısıyla,  in vitro 
embriyo kültür işleminin zigot aşamasından blastosist aşamasına kadar atmosferik oksijen 
konsantrasyonunda gerçekleştirilmesi, oksidatif strese bağlı olarak embriyonal ve fötal 
gelişimi olumsuz yönde etkilediği bilinen bir embriyo kültür modeli olarak 
değerlendirilmektedir. Söz konusu model kullanılarak Prof. Dr. Levent Karagenç tarafından 
yürütülen  “Farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferinin fötal akciğer 
dokusunda toll-benzeri reseptörlerin (TLR) ekspresyonu üzerine etkisi” isimli TÜBİTAK 
projesinden (Proje no: 112O259) elde edilen veriler, in vitro embriyo kültürü ve embriyo 
transferi ile elde edilen fötuslarda vücut ağırlıklarının azaldığını, akciğer gelişiminin geri 
kaldığını ve doğal bağışıklık sisteminin en önemli unsurlarından birisini oluşturan Toll-
benzeri reseptörlerin ekspresyonunun azaldığını göstermiştir. Aynı şekilde “Farelerde in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferinin yetişkin akciğer dokusunda toll-benzeri reseptör 
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(TLR)-9 ekspresyonu üzerine etkisi” (VTF17018)  isimli yüksek lisans tez projesinden elde 
edilen veriler, in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen yetişkin farelerin 
akciğer dokularında TLR9 transkript düzeyinin azaldığı saptanmıştır. Yine “Farelerde in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferinin solunum sisteminde epitel hücre sayıları üzerine 
etkisi” isimli BAP projesinden (VTF15057) elde edilen veriler, in vitro embriyo kültürü ve 
embriyo transferi ile elde edilen fötuslar ve yetişkin farelerin trakeya ve akciğer dokularında 
bazal, silli, Clara, nöroendokrin, TipI ve TipII pönomosit hücre sayılarının in vitro embriyo 
kültürü ve embriyo transferinden etkilenebileceğini göstermektedir. Aynı şekilde, “Farelerde 
in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferinin fötal trakeya dokusunda bazal hücrelerin 
sayısı üzerine etkisi” isimli yüksek lisans tez projesinden (VTF14028) elde edilen veriler, in 
vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fare fötuslarına ait trakeya 
dokularında bir bazal hücre belirteci olarak kullanılan p63 ekspresyonunun arttığını ortaya 
koymaktadır. Bu çalışmalardan elde edilen veriler, ovaryan stimulasyon ve/veya implantasyon 
öncesi ortaya çıkan embriyonal strese bağlı olarak immun sistemin, akciğer gelişiminin ve 
akciğer dokusunda hücre dinamiklerini etkileyebildiğini ortaya koymaktadır. Bütün bu 
çalışmaların devamı niteliğinde olan sunulan tez çalışmasından elde edilen veriler, atmosferik 
oksijen konsantrasyonunda gerçekleştirilen in vitro embriyo kültür işleminin fötus gelişiminin 
programlanmasını (fetal programming) nasıl etkilediği konusunda önemli bazı ipuçları 
sunmaktadır.  
Sunulan tez çalışmasında hematoksilen-eozin boyama yöntemi kullanılarak akciğer 
gelişimi histolojik olarak değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler, Kontrol grubuna ait 
bireylerde akciğer gelişiminin sakkuler evrede olduğunu, Deneme grubuna ait bireylerde ise 
akciğer gelişiminin Warburton ve ark (2010)’nın E14.5 -E16.5 için tanımladıkları 
psödoglandüler/kanaliküler gelişim evresine karşılık geldiğini göstermiştir. Bu veriler, 
112O259 nolu TÜBİTAK projesi kapsamında elde edilen verileri doğrular niteliktedir.    
Deneme grubunda saptanan akciğer gelişim geriliği ile düşük fötus ağırlığı, süperovulasyon 
amacıyla çeşitli hormonların kullanımı ve atmosferik oksijen konsantrasyonunda 
gerçekleştirilen embriyo kültür işlemine bağlı olarak implantasyon öncesi dönemde oluşan 
embriyonik stres arasındaki neden sonuç ilişkilerinin daha kapsamlı olarak incelenmesi 
gerekmektedir.  Ayrıca,   in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferine bağlı olarak Deneme 
grubunda gözlenen fötal akciğer gelişim geriliğinin, yetişkin dönemde olası patolojik 
sonuçlarının araştırılması gerekmektedir. 
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Gerçekleştirilen tez çalışmasının temelini oluşturan 112O259 nolu TÜBİTAK 
projesinde, fötal akciğer dokusunun histolojik yapısının değerlendirilmesinin yanı sıra, çeşitli 
genlerin ve proteinlerin ekspresyon düzeylerini belirlemek amacıyla mikroarray, qRT-PCR, 
western blot ve immünohistokiyasal/immünofloresans yöntemlerinden yararlanılmıştır. Bu 
amaç doğrultusunda gerçekleştirilen mikro-array analizleri ile yaklaşık 45.000 adet genin 
ekspresyon düzeyleri belirlenmiştir. Elde edilen mikro-array analizleri sonuçları Kontrol 
grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Notch sinyal yolağı ile indüklenen Inpp5k, 
Pik3R1, Cdkn1a, Fhl1, Stat3, Nfkbia, Rbpjl, ve Hey1 genlerinin ekspresyon düzeylerinin 
anlamlı olarak azaldığını; Cdk2, Hat1 ve Skp2 genlerinin ekspresyon düzeylerinin ise anlamlı 
olarak arttığını ortaya koymuştur. Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Hey1 ve Skp2 
genlerinin ekspresyonlarına ilişkin, 112O259 numaralı TÜBİTAK projesi kapsamında elde 
edilen mikro-array sonuçlarını doğrulamak amacıyla sunulan tez çalışmasında qRT-PCR 
yönteminden yararlanılmıştır. Ayrıca, immünohistokimya/immmünofloresan ve western blot 
yöntemleri kullanılarak söz konusu genlerin ekspresyon profilleri belirlenmiştir.  
Hey1 geni çeşitli nöral dokularda [hipokampus, amigdala (corpus amygdaloideum),  
substansiya nigra, pineal bez], endotel hücrelerinde ve beyin tümörlerinde (Katoh M ve Katoh 
M 2007) eksprese edilmektedir. Hücre döngüsünün pozitif bir regülatörü olan Skp2 
(Osoegawa ve ark, 2004) geni ise, S, G2 ve M evrelerinde bulunan hücreler tarafından 
eksprese (Qiu ve ark 2015) edilmektedir. Sunulan tez çalışmasında,  fötal akciğer dokusunda 
Hey1 ve Skp2 ekspresyon profillerini belirlemek amacıyla, Hey1 ve Skp2 primer antikorları 
kullanılarak immunohistokimya ve immunofloresan boyama tekniklerinden yararlanılmıştır. 
Elde edilen sonuçlar, Hey1 ve Skp2’nin ekspresyon profillerinin, Kontrol ve Deneme 
gruplarına ait fötal akciğer doku örneklerinde benzer olduklarını göstermiştir. Gerek 
immunohistokimya, gerekse immunofloresan boyamalardan elde edilen sonuçlar, fötal 
akciğer dokusunda Hey1’in damar duvarını çevreleyen endotel hücrelerinde eksprese 
edildiğini göstermiştir. Skp2’nin ise, daha yaygın bir ekspresyon profiline sahip olduğu 
saptanmıştır. Sunulan tez çalışmasında, immunofloresan/immunohistokimya analizlerine ek 
olarak,   Deneme ve Kontrol grupları arasında Hey1 ve Skp2 ekspresyon protein düzeylerinin 
farklı olup olmadığını test etmek amacıyla western blot tekniğinden yararlanılmıştır. Fötal 
akciğer doku örneklerinde Hey1 ve Skp2 protein ekspresyon düzeyinin semi-kantitatif olarak 
saptanması amacıyla gerçekleştirilen western blot analizlerinden elde edilen veriler, Kontrol 
grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1 proteinine ait ekspresyon düzeyinin 
istatistiki olarak anlamlı olmasa da (p=0,224) 1.17 kat azaldığını, Skp2 proteinine ait 
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ekspresyon düzeyinin ise 2,34 (p=0,029) kat arttığını göstermektedir. Sunulan tez 
çalışmasında, Deneme ve Kontrol grupları arasında Hey1 ve Skp2 gen ekspresyon 
düzeylerinin farklı olup olmadığını test etmek amacıyla immunofloresan/immunohistokimya 
ve western çalışmalarına ek olarak, qRT-PCR tekniğinden de yararlanılmıştır. Birleştirilmiş 
(pooled) örneklerde TaqMan metodu kullanılarak elde edilen qRT-PCR sonuçları, Kontrol 
grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 3,30 kat azaldığını 
(p=0,002),  Skp2’ye ait mRNA düzeyinin ise 8,53 kat arttığını (p=0,000) göstermiştir. 
Birleştirilmiş (pooled) örneklerde SYBR Green metodu kullanılarak elde edilen qRT-PCR 
sonuçları, Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 
4,39 kat azaldığını (p=0,000)  ve Skp2’ye ait mRNA düzeyinin 10,57 kat arttığı (p=0,000)  
göstermiştir. Bireyler arasında varyasyonları belirleyebilmek amacıyla, bireysel örneklerde 
SYBR Green metodu kullanılarak elde edilen qRT-PCR sonuçları, Kontrol grubu ile 
kıyaslandığında Deneme grubunda Hey1’e ait mRNA düzeyinin 3,88 kat azaldığını (p=0,000) 
ve Skp2’ye ait mRNA düzeyinin 7,57 kat arttığını (p=0,000) göstermiştir. Dolayısıyla, gerek 
birleştirilmiş örneklerde, gerekse bireysel örneklerde iki farklı qRT-PCR yöntemi ile elde 
edilen sonuçlar birbirlerini doğrular niteliktedir. Ancak elde edilen kat farkları incelendiğinde 
SYBR Green metodu ile elde edilen kat farklarının daha yüksek olduğu (TaqMan: Hey1, 3.30; 
Skp2 8.53; SYBR Green: Hey1, 4.39; Skp2, 10,57)  görülmektedir. Bu farklılılıkların 
muhtemelen TaqMan metodunun SYBR Green metoduna göre daha spesifik olmasından ya 
da kullanılan kimyasalların her iki yöntemde birbirlerinden farklı olmasından kaynaklanmış 
olabileceği düşünülmektedir. Sonuç olarak, gerek TaqMan gerekse SYBR Green metodunda 
hem birleştirilmiş, hem de bireysel örneklerde, Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme 
grubunda Hey1’in down-regüle, Skp2’nin ise up-regüle olduğu ortaya konmuştur. Dolayısıyla, 
sunulan tez çalışmasından elde edilen qRT-PCR sonuçları, Hey1 ve Skp2 genlerinin 
transkripsiyonel düzeyde ekspresyonuna ilişkin olarak 112O259 numaralı TÜBİTAK 
projesinde elde edilen mikro-array verilerini doğrular niteliktedir. Yapmış olduğumuz literatür 
araştırmalarında, farelerde in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi işlemlerinin fötal 
akciğer dokusunda Hey1 ve Skp2’nin ekspresyon düzeyleri ve ekspresyon profilleri üzerine 
herhangi bir etkisinin olup olmadığına dair bir bilgiye ulaşılamamıştır. Dolayısıyla sunulan 
tez çalışmasından elde edilen veriler özgün bir değer taşımakta olup, konuyla ilgili olarak 
ileride yapılabilecek çalışmalar için önemli bir referans niteliği taşıyacağı düşünülmektedir. 
Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonuna ilişkin olarak var olabilecek bireysel 
farklılıkları ortaya koyabilmek ve söz konusu genlere ait ekspresyon düzeyleri ile fötus 
72 
 
ağırlıkları arasında bir ilişki olup olmadığını anlamak amacıyla, bireysel örneklerde SYBR 
Green qRT-PCR yönteminden yararlanılmıştır. Prof. Dr. Levent Karagenç tarafından 
yürütülen 112O259 nolu TÜBİTAK projesi kapsamında elde edilen veriler in vitro embriyo 
kültürü/embriyo transferi sonucunda elde edilen fötus ağırlıklarının önemli oranda düşük 
olduğunu ortaya koymuştur. Sunulan tez çalışmasında fötus ağırlıkları ile Hey1 ve Skp2 gen 
ekspresyon düzeylerinin ilişkili olup olmadığını anlamak amacıyla gerçekleştirilen korelasyon 
analizlerinde, Skp2 gen ekspreyonu ile fötal vücut ağırlığı arasında herhangi bir ilişki 
saptanamamıştır. Buna karşın, Hey1 gen ekspresyonunun ile fötal vücut ağırlığı arasında 
pozitif yönde orta düzeyde bir ilişki [korelasyon kat sayısı (r) = 0,784; açıklama kat sayısı 
(r2)= 0,62/ % 62] saptanmıştır. Literatürde farklı akciğer gelişim evrelerinde Hey1 ve Skp2 
gen ekspreyon düzeylerine ilişkin yeterince veri olmaması,  sunulan tez çalışmasında Deneme 
grubunda Hey1 gen ekspresyon düzeylerinde saptanan azalmanın ne oranda azalan fötus 
ağırlıklarından kaynaklandığı konusunun yorumlanmasını güçleştirmektedir. Bu veriler 
ışığında, ÜYTE uygulamalarının istenmeyen bir sonucu olarak ortaya çıkan düşük doğum 
ağırlılığının akciğer dokusunda Hey1 ekspresyonu üzerine herhangi bir etkisi olup 
olmadığının incelenmesi gerekmektedir.  
Gerçekleştirilen tez çalışmasında, Hey1 ve Skp2 protein ekspresyon düzeylerinde 
saptanan değişimler, qRT-PCR sonuçları ile paralellik göstermektedir. Bununla birlikte 
western blot ve qRT-PCR yöntemleri ile elde edilen kat değişim değerlerinin bire bir 
örtüşmediği görülmektedir. Kat değişimlerinde gözlenen bu farklılıkların, western blot 
yönteminin qRT-PCR yönteminden daha az duyarlı olmasından kaynaklanmış olabileceği 
düşünülmektedir. ELISA ya da mass spektrofotometri temelli kantitatif proteomiks analiz 
yöntemleri gibi daha duyarlı analiz yöntemleri kullanılarak yapılabilecek olan çalışmaların 
Hey1 ve Skp2 protein düzeyleri arasındaki farklılıkların daha ayrıntılı ve doğru bir şekilde 
ortaya konmasına katkı sağlayabileceği düşünülmektedir. Diğer taraftan, ökaryötik hücrelerde 
gen ekspresyonlarının transkripsiyonel (mRNA) ve translasyonel (protein) düzeylerde kontrol 
altında tutulduğu bilinmektedir. Bu nedenle iki yöntemde gözlenen kat değişimi farklarının, 
post-transkripsiyonel regülasyon mekanizmalarından kaynaklanmış olabileceği de göz ardı 
edilmemelidir. Dolayısıyla, sunulan tez çalışmasında Notch sinyal yolağı hedef genlerinden 
Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonuna ilişkin olarak saptanan farklılılıkların ortaya 
çıkmasında, mRNA splicing, mRNA poli-adenilasyonu, mRNA stabilitesi, translasyonun 
başlatılması ve devamı gibi post-transkripsiyonel regülasyon mekanizmalarından herhangi 
birinin rol oynayıp oynamadığının araştırılması gerekmektedir.  
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Sunulan tez çalışmasında da kullanılan ve in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi 
ile elde edilen farelere ait fötal akciğer dokusunda oksidan/antioksidan dengesinin bozulduğu 
ve bunun sonucunda fötal akciğer dokularında oksidatif stresin ortaya çıktığı saptanmıştır 
(112O259 nolu TÜBİTAK, projesi). Oksidatif stres nedeniyle Notch1 mRNA ekspresyonunun 
arttığı ve buna bağlı olarak Hey1 mRNA düzeyinin de arttığı bilinmektedir ( Boopathy ve ark 
2013). Ayrıca, oksidatif stres kardiyo vasküler hastalıklarda da önemli rol oynamaktadır. 
Nitekim, reaktif oksijen ve nitrik oksit (NO.) türleri endotel ve vasküler düz kas hücrelerinin 
proliferasyonunu ve göçünü etkilemekte ve vasküler inflamasyonu arttırmaktadır (Jeremy ve 
ark 1999, Taniyama ve arl 2003). Procaccia ve ark (2015), damar yeniden şekillenmesinde 
(vasküler remodeling) önemli bir rol oynayan 50kDa'lık Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) 
bağlayıcı proteinin (EBP50) vasküler düz kas hücrelerinin proliferasyonuna ve göçüne 
aracılık ettiğini ortaya koymuşlardır. EBP50, FoxO1'i degrede etmek üzere Skp2 proteinini 
stabilize eder (Procaccia ve ark 2015, Song ve ark 2015). Skp2’nin substratı FoxO1, 
manganez süperoksit dismutaz (MnSOD) ve katalaz gibi iki anahtar antioksidan enzimin 
ekspresyonunu kontrol eden bir transkripsiyon faktörüdür (Yun ve ark 2014). Bu nedenle, 
EBP50'nin Skp2-FoxO1 aracılı oksidatif stresi düzenlediği varsıyılmaktadır (Procaccia ve ark 
2015). Dolayısıyla, sunulan tez çalışmasında, Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonuna ilişkin 
olarak Kontrol ve Deneme grupları arasında saptanan farklılıkların ortaya çıkmasında 
oksidatif stresin her hangi bir rolünün olup olmadığının incelenmesi gerekmektedir.  
Hey ailesi bHLH transkripsiyon faktörleri Notch sinyal yolağının direk hedefleri olup, 
Hey1 ve Hey2 embriyonik vasküler gelişim sürecinde önemli bir rol oynamaktadırlar (Fischer 
ve ark 2004). Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Hey1 ve Hey2 eskpresyonunun eş 
zamanlı olarak ortadan kalkması durumununda, gebeliğin 9. gününden (E9.5) sonra 
vaskülogenez şekillenememekte ve ağır bir kanama ile birlikte embriyonik ölümler 
gözlenirken, sadece Hey1’den yoksun farelerde önemli bir gelişimsel kusurun oluşmadığı 
saptanmıştır (Fischer ve ark, 2004).  Bu durum, Hey1 eksikliğinin dengelenebildiğini 
(kompenzasyon) ve tek başına yaşamsal öneme sahip olmayabileceğini göstermektedir 
(Fischer ve ark, 2004). Hey1 ve Hey2 eskpresyonunun eş zamanlı olarak ortadan kalkması 
durumununda, başlangıçta vaskülogenez etkilenmemiş gibi görünse de embriyo ve yolk sac 
(yumurta sarı kesesi)’da gelişen ana damarların ya küçük oldukları, ya da hiç olmadıkları 
görülmüştür.  Ayrıca benzer vasküler defektler Jag1 ve Notch1 knockout farelerde de 
görülmüştür (Fischer ve ark, 2004). Aynı araştırmacı grubu tarafından gerçekleştirilen daha 
sonraki çalışmalarda Notch sinyal yolağı hedef genleriden Hey1 ve HeyL eskpresyonunun eş 
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zamanlı olarak ortadan kalkması durumununda, ciddi kalp malformasyonlarına neden 
olduğunu göstermişlerdir (Fischer ve ark, 2007). Ayrıca, Hey1 ve HeyL genlerinin 
atriyoventriküler kanalın endokardiyumunda Notch1, Notch2 ve Jag1 ile ko-eksprese 
edildiklerini göstermişlerdir (Fischer ve ark, 2007). Bu veriler dikkate alındığında, sunulan tez 
çalışmasında in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferine bağlı olarak, Kontrol grubu ile 
kıyaslandığında Deneme grubuna ait fötal akciğer dokularında Hey1 mRNA ekspresyonunun 
anlamlı bir şekilde azalmış olması dikkat çekicidir. Ayrıca, 112O259 numaralı TÜBİTAK 
projesi kapsamında gerçekleştirilen mikroarray analizi, Hey1 ekspresyon düzeyinin azaldığını 
ancak Hey2 ve HeyL ekspresyon düzeylerinin değişmediğini göstermiştir. Bu bulgular, 
embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fötuslara ait akciğer dokularında Hey1 
ekspresyon düzeyindeki azalmanın sonucunda ortaya çıkabilecek bir kusurun belki de Hey2 
ve HeyL genleri aracılığı kompanze edilmiş olabileceğini düşündürmektedir. Endotel 
hücrelerinde Hey1 ve Hey2 ekspresyonunun Notch1'e bağımlı olmasına rağmen, her iki genin 
de Notch1’den yoksun fare dokusunda hala düşük seviyelerde eksprese edildiği bilinmektedir 
(Fischer ve ark, 2004). 112O259 numaralı TÜBİTAK projesi kapsamında gerçekleştirilen 
mikroarray analiz sonuçları, gerek Noch reseptörleri (Notch1-4), gerekse Notch ligandlarının 
(Jagged1,2 ve Dll1,3,4) ekspresyon düzeylerinin değişmediğini göstermiştir. Dolayısıyla bu 
bulgular, sunulan tez çalışmasında Hey1 ekspresyon düzeylerindeki azalmanın Notch sinyal 
yolağından bağımsız bir biçimde farklı moleküler/hücresel mekanizmalarla ortaya çıkmış 
olabileceğini düşündürmektedir. Nitekim TGF-beta ve BMP sinyal yolaklarının Notch ile 
koordineli bir biçimde, anjiyogenez sırasında endotel hücrelerinde Hey gen ekspresyonunun 
belirlenmesinde rol oynayabilmektedir (Beets ve ark, 2013). Sunulan tez çalışmasında Hey1 
gen ekspresyonunda görülen azalmanın TGF-beta ve BMP sinyal yolakları ile ilişkili olup 
olmadığının ileride yapılabilecek çalışmalarda incelenmesi gerekmektedir. 
Sunulan tez çalışmasında, Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Skp2’nin de 
ekspresyon düzeyi incelenmiş ve Deneme grubunu oluşturan bireylerde Skp2 prtotein ve 
mRNA ekspresyonlarının önemli düzeyde artmış olduğu saptanmıştır. p21waf1 / cip1( Cdkn1a), 
Skp2’nin bir substratıdır (Bornstein ve ark, 2003; Wang ve ark, 2011).  Skp2’nin başka bir 
substratı olan p27kip1 (Cdkn1b)’nin transkripsiyonel olarak baskılanması, p27 promoter 
bölgesinin Hey2 proteini ile doğrudan etkileşime girmesi sonucunda gerçekleşmektedir 
(Gridley, 2007). 112O259 nolu TÜBİTAK Projesi kapsamında gerçekleştirilen analizlerde 
p21waf1 / cip1 (Cdkn1a) transkript düzeyinin azaldığı (mikroarray analizi ve qRT-PCR 
sonuçları), p27kip1 (Cdkn1b) ve Hey2’nin transkript düzeylerinin ise değişmediği (mikroarray 
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analizi sonuçları)  saptanmıştır. Dolayısıyla, Skp2 ile subratları (p21 ve p27) ve Hey1’in Hey2 
ilişkileri düşünüldüğünde,  sunulan tez çalışmasında Hey1 ekspresyonunun azalıyor;  Skp2 
ekspresyonunun ise artıyor olmasının altında yatan karmaşık mekanizmaların 
aydınlatılabilmesi için ileride yapılması düşünülen çalışmalarda Hey2 ve p27kip1 (Cdkn1b) 
ekspresyon düzeylerinin de araştırılarak, qRT-PCR ile doğrulanması ve in vitro embriyo 
kültürüne bağlı olarak Hey1 ve Skp2 ekspresyonları üzerinde herhangi bir etkilerinin olup 
olmadığının ortaya konması gerekmektedir.  
Skp2, SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksinin F-box komponentini oluşturmaktadır 
(Nakayama ve ark, 2004). SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksi, değişmez bir adaptör protein 
(Skp1),  RING finger proteini (Rbx1), Scaffold proteini (Cullin1) ve reseptör protein olarak 
işlev gören değiştirilebilir bir F-box proteini (Skp2) olmak üzere dört bileşenden oluşmaktadır 
(Wang ve ark, 2011; 2012). SCFSkp2 E3 ubiqutin ligaz kompleksi, Skp2 eşliğinde 
ubikutinlenen substratların 26S-protozom aracılığı ile degradasyonunu sağlamaktadır (Wang 
ve ark, 2011; 2012). 112O259 nolu TÜBİTAK Projesi kapsamında gerçekleştirilen 
mikroarray analizlerinde,  Skp1, Rbx1 ve Cullin genlerinin ekspresyon düzeylerinde bir 
değişiklik olmadığı saptanmıştır. Ancak, elde edilen sonuçların qRT-PCR ile doğrulanması ve 
ilgili genlerin sunulan tez çalışmasında Skp2 up-regülasyonu ile bir ilgilerinin olup oladığının 
araştırılması gerekmektedir. 
Skp2, bir E3 ubikutin ligaz olup hücre döngüsü sürecinde son derece önemli bir işleve 
sahiptir (Huang ve ark, 2017). Normal şartlarda Skp2 hücre döngüsünde G1-S geçişini, p27 
(hücre döngüsü inhibitörü) gibi G1 regülatörlerini kontrol altında tutarak düzenlemektedir 
(Latres ve ark, 2001). Başka bir ifadeyle, bir F-box proteini olan Skp2, memeli hücrelerinde 
proliferasyonun ana inhibitörü olan p27'nin ubikuitine bağımlı degredasyonuna katkıda 
bulunarak hücre döngüsünün G1 fazından S fazınına geçmesinde önemli bir rol oynamaktadır 
(Carrano ve ark, 1999; Sutterluty ve ark, 1999; Tsvetkov ve ark, 1999; Nakayama ve ark, 
2000). Skp2 hücre döngüsünün G1 fazında birikmeye başlar ve yoğunluğu S ve G2 fazları 
boyunca maksimum düzeye ulaşır (Zhang ve ark, 1995; Hara ve ark, 2001; Nakayama ve ark, 
2004). Gerek hücre proliferasyonu, gerekse tümör oluşum süreçlerinde hücre döngüsündeki 
kritik işlevlerinden (Chan ve ark, 2010a) dolayı, Skp2 ekspresyon düzeylerindeki değişimlerin 
önemli bazı sonuçlarının olacağı kabul edilmektedir. Sunulan tez çalışmasında fötal akciğer 
dokuları hücre proliferasyonunun fazla olduğu bir dönemde (E18.5) izole edilmişlerdir. Tüm 
bu veriler dikkate alındığında, sunulan tez çalışmasında in vitro embriyo kültürü ve embriyo 
transferine bağlı olarak, Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda gözlenen Skp2 
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ekspreyonunun önemli derecede artmasının, hücre proliferasyonunu etkileyip etkilemediğinin 
ya da hücre siklusu üzerine herhangi bir etkisinin olup olmadığının incelenmesi 
gerekmektedir.  Ayrıca, Skp2'nin hedefleri arasında p21 ve p27’nin yanı sıra, p57, p130, 
Tob1, FOXO1 ve c-Myc gibi substratlar da yer almaktadır (Wang ve ark, 2011; 2012). 
Skp2’den yoksun farelerde, p21, p27, p57, p130 ve c-Myc gibi hücre döngüsü 
düzenleyicilerinin ekspresyon düzeylerinin arttığı bilinmektedir (Nakayama ve ark, 2000; 
Tedesco ve ark, 2002; Bornstein ve ark, 2003; Kamura ve ark, 2003; Yada ve ark, 2004). Bir 
bütün olarak ele alındığında, 112O259 nolu TÜBİTAK Projesi kapsamında gerçekleştirilen 
mikroarray analizlerinde, Skp2 substratları olan hücre döngüsü regülatörlerinden p21 (qRT-
PCR ile de doğrulanmıştır) ve Tob1 transkript düzeylerinin azaldığı;  p27, p57, p130, Tob1, 
FOXO1 ve c-Myc transkript düzeylerinin ise değişmediği saptanmıştır. Dolayısıyla, sunulan 
tez çalışmasında Kontrol grubu ile kıyaslandığında Deneme grubunda Skp2 ekspresyon 
düzeylerinin arttığı dikkate alındığında ileride yapılması planlanan çalışmalarda in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferine bağlı olarak Skp2’nin spesifik substratlarından p27, 
p57, p130, Tob1, FOXO1 ve c-Myc’nin ekspresyon düzeylerine yönelik elde edilen 
mikroarray sonuçlarının qRT-PCR ile doğrulanması gerekmektedir. 
Sonuç olarak, elde edilen veriler in vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde 
edilen fötuslara ait akciğer dokularında Notch sinyal yolağı hedef genlerinden Hey1 ve Skp2 
genlerinin ekspresyonlarının değiştiğini ortaya koymaktadır. Yukarıda tartışılan tüm 
durumlardan bağımsız olarak, Kontrol grubu ile kıyaslandığında, Deneme grubuna ait 
fötusların akciğer dokularında Hey1 transkript düzeyinde saptanan azalmanın ve Skp2 
transkript düzeyinde saptanan artışın akciğer gelişim geriliğinden kaynaklanmış olabileceği de 
dikkate alınmalıdır. Hey1 (Fischer ve Gessler, 2007) ve Skp2 (Sarmento ve ark 2005; Dohda 
ve ark 2007; Del Debbio ve ark 20016; Abad ve ark, 2017) genlerinin, Notch sinyal yolağı 
hedef genlerinden oldukları bilinmektedir. Ancak, sunulan tez çalışmasında, 112O259 nolu 
TÜBİTAK Projesi kapsamında gerçekleştirilen mikroarray analizlerinde Notch reseptör ve 
ligandlarının etkilenmemiş oldukları dikkate alındığında, Kontrol grubu ile kıyaslandığında in 
vitro embriyo kültürü ve embriyo transferi ile elde edilen fötuslara ait akciğer dokularında 
Hey1 protein ve mRNA düzeylerinde saptanan azalma ile Skp2 protein ve mRNA 
düzeylerinde saptanan artışın, Notch sinyal yolağından bağımsız olarak ortaya çıkmış 
olabileceği dikkate alınmalıdır. Başka bir ifadeyle, Hey1 protein ve mRNA düzeylerinde 
saptanan azalma ve Skp2 protein ve mRNA düzeylerinde saptanan artışın, özellikle in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferi uygulamalarının etkisine bağlı olarak, farklı 
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moleküler/hücresel mekanizmalarla ortaya çıkmış olabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, 
sunulan tez çalışmasında fötal dönemde Hey1 transkript düzeyinde saptanan azalmanın ve 
Skp2 transkript düzeyinde saptanan artışın, erişkin dönemde devam edip etmediğinin de 
incelenmesi gerekmektedir. Yapmış olduğumuz literatür taramalarında konuyla ilgili bir 
bilgiye rastlanmamıştır. Dolayısıyla, sunulan tez çalışmasından elde edilen verilerin konuyla 
ilgili literatüre özgün ve önemli bir katkı sağladığı düşünülmektedir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
 
 
Akciğer gelişiminde embriyonik akciğer tomurcuklarının dallanması, vaskülarizasyon, 
anjiyogeneziz ve alveolarizasyon olmak üzere dört önemli süreç rol oynamaktadır. Ayrıca, 
solunum yolu epitelini döşeyen hücrelerin sayısı ve oranlarının doğru bir şekilde ortaya 
çıkması gerekmektedir. Alveolar hücreler ve vasküler endotel hücreler arasındaki 
bağlantıların bir düzen içinde sağlanması gerekmektedir.  Bütün bu süreçlerin işleyişinin her 
hangi bir şekilde bozulması, erken ölümlere ve solunum yetersizliklerine neden olabilmekte 
ve birey, kronik astım, kronik bronşit, kistik fibroz, obstrüktif akciğer hastalığı ve kanser gibi 
solunum yolu hastalıklarına duyarlı hale gelebilmektedir. 
Son yıllarda, Notch sinyal yolağının akciğer patolojisini düzenlemesinin yanı sıra, 
akciğer gelişimini de regüle ettiği kabul edilmektedir. Gelişen akciğer dokusunda, Notch 
sinyal yolağı öncelikle erken-proksimal hücre kaderinin belirlenmesinde, daha sonra ise 
solunum yolu epitel hücre farklılaşmasının düzenlenmesinde ve alveolar gelişimin 
düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Sunulan tez çalışması, ÜYTE yöntemlerinden in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferi işlemlerinin fötal akciğer dokusunda Notch sinyal yolağı 
hedef genlerinden Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonu üzerine herhangi bir etkisinin olup 
olmadığını test etmek amacıyla gerçekleştirilmiştir. Yapılan analizler, farklı düzeylerde 
olmakla birlikte Hey1 ve Skp2’nin Kontrol ve Deneme gruplarına ait fötal akciğer dokularında 
eksprese edildiğini göstermiştir. İmmunohistokimya/immunofloresan analiz sonuçları, Hey1 
ve Skp2 ekspresyon profillerinin Kontrol ve Deneme gruplarında benzer olduğunu ortaya 
koymuştur. Buna karşın, Western blot ve qRT-PCR analizlerinden elde edilen veriler, in vitro 
embriyo kültürü ve embriyo transferinin Hey1 ve Skp2 ekspresyon düzeyleri üzerine etkili 
olabileceğini düşündürmektedir. Mevcut literatürde, in vitro embriyo kültürü ve embriyo 
transferinin fötal akciğer dokusunda Hey1 ve Skp2 genlerinin ekspresyonu üzerine herhangi 
bir etkisinin olup olmadığına dair bir bilgiye rastlanmamıştır. Dolayısıyla, sunulan tez 
çalışmasından elde edilen verilerin konu ile ilgili literatüre özgün ve önemli bir katkı sağladığı 
düşünülmektedir. Bununla birlikte, in vitro embriyo kültürü ve embriyo transfer işlemleri ile 
elde edilen fötüslara ait akciğer dokusunda Hey1 ve Skp2 ekspresyonuna ilişkin olarak 
saptamış olduğumuz değişimlerin herhangi bir fonksiyonel sonuca neden olup olmadığının 
araştırılması gerekmektedir.  
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EKLER 
 
 
Ek 1. ÜYTE alanında sağlanan teknolojik ilerlemenin kronolojik bir tarihçesi  
 
Kamel 2013’ten modifiye edilmiştir 
 
1978 
 
Dünyanın ilk tüp bebeği Louise Brown’un ve dünyanın ikinci tüp bebeği 
Courtney Cross’un doğumu 
Clomphene Citrate(CC)  ile siklusun ilk kez stimülasyonu 
1979 Dünyanın ilk erkek ve üçüncü tüp bebeği Alastair Mcdonald’ın doğumu 
Folikülometri yönteminin kullanılması; Pez ve arkadaşları ilk kez ultrasonu 
kullanaral foliküler gelişimi tanımlaması 
1980 Avustralaya’nın ik tüp bebeği Candice Elizabeth Reed’in doğumu 
Laboratory manual for the examination of human semen and semen-cervical 
mucus interaction WHO, 1st Edition 
Hücre biyopsisi ve PGD 
1981 Amerika’nın ilk tüp bebeği Elizabeth Jordan Carr’in doğumu 
Clomiphene Citrate (CC) ve human Menopausal Gonadotrophin (hMG) 
kullanımı 
LH-SIR (luteinizinghormone-Surge Initiating Rise) kullanımı 
1982 Almanya, İsveç, Fransa, Avusturya’nın ilk tüp bebeklerinin doğumu 
İlk ikiz tüp bebeklerin doğumu 
İlk intrauterine insemination (IUI) tekniği kullanılalarak dondurulmuş emriyodan 
elde edilen tüp bebeklerin doğumu 
GnRHa (gonadotrophin releasing hormone) kullanımı 
1983 Suzan Lenz ve Lauritzen JG’nin ultrason kullanılarak transvezikal oosit 
izolasyonu 
Alan Trounson’un bağşçı oosit ve embriyoları ile elde ettiği hamilelik 
hCG’nin kullanımı (Robert Casper) 
Kanada’nın İlk tüp bebeği Robert John Saunders Reid’in doğumu (Victor Gomel) 
Dünyanın ilk IVF üçüz bebeklerinin (Jessica, Chenard veAaron) doğumu 
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(Cristopher Chen) 
1984 Laporoskopik olarak GIFT prosedürünün gerçekleştirilmesi (Ricardo Asch) 
Dünyanın ilk dondurulmuş embriyosu olan Zoe Leyland’ın doğumu (Alan 
Trounson ve Carls Wood) 
Dünyanın ilk dördüzlerinin (Sam, Chris, Ben ve Brett) doğumu  
1985 Perkütan Epididim Sperm Aspirasyonu (Percutaneous Epididymal Sperm 
Aspiration, PESA) ileilk IVF (Ricardo Asch) 
Ultrason kullanılarak transvajinal oosit izolasyonu (Matts Wikland) 
İnsan tubal sıvısı (Human tubal fluids, HTF) kullanımı (Quinn ve Warnes) 
ESHRE (The European Society of Human Reproduction and Embryology)'nin 
kuruluşu 
1986 Transvajinal oosit izolasyonu (Peter Kemeter ve Wilfried Feichtinger) 
Oosit bağışı ile elde edilmiş ilk hamilelik (ZevRosenwaks) 
ZIFT yönteminin kullanılması (Paul Devroey) 
Oosit dondurulması (Cristopher Chen) 
İlk taşıyıcı annenin (Mary Whitehead) Melisa Stern’i doğurması 
1987 SUZI tekniğinin kullanılması (Laws-King) 
Embriyoların çok hızlı (ultrarapid) dondurulması (Alan Trounson) 
ÜYTE ile ilgili ilk kanunlar (Norveç) 
1988 Farelerde erken embriyo biyopsisi (Leeanda Wilton ve Alan Trounson) 
MESA tekniği kullanılara elde edilen ilk IVF doğumu (Sherman Silber) 
İlk taşıyıcı anne aracılığı ile IVF doğumu (Linda Kirkman) 
Almanya’da gerçekleşen ilk Türk tüp bebeği Dilek Katrancı’nın doğumu 
1989 İnsan embriyo biyopsisi (Alan Trounson ve Leeanda Wilton) 
ÜYTE’de lazer ilk lazer kullanımı (Yona Tadir) 
Ultrason kullanılarak endometriyal kalınlık çalışması (Yael Gonen) 
Türkiyenin ilk tüp bebeği Ece Çokar’ın doğumu 
1990 İnsan fertilizasyon ve embriyolojine yönelik oluşturulan kurallar çerçevesi-ilk 
yasalaşma hareketleri (İngiltere)  
GnRHa ile LH’nin tetiklenmesi (Yoel Gonen) 
Zar inceltme  (Assisted hatching) tekniğinin kullanımı (Jacques Cohen) 
PGD ve cinsiyet tayini çalışmaları (Alan Handyside) 
1991 Oositleri invitro maturasyonu (IVM) (Kwang Ryul Cha) 
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GnRH antogonistlerinin kullanımı (Rene Frydman) 
Zona pellusidanın lazer ile delinmesi (Daniel Palanker) 
1992 ICSI ile ilk IVF (Gianpiero Palermo, Andre Van-Steirteghem) 
Rekombinant insan FSH (rh-FSH) kullanımı ile elde edilen ilk IVF gebeliği 
(Marc Germond) 
Epididimal spermler kullanılarak embriyo dondurulması (Pasquale Patrizio) 
1993 TESE ve ICSI kullanımı (Sherman Silber ) 
Rekombinant insan FSH (rh-FSH) kullanımı takiben ilk IVF bebeğinin doğumu 
(Herjan JT Coeling Bennink) 
1994 Rekombinant insan LH (rh-LH) kullanımı takiben ilk gebelik (Ernest Loumaye) 
Yüksek oranda saflaştırılmış FSH’nın tanıtımı (Colin Ilowles) 
Agredite edilmiş (ISO 9002:1994) ilk IVF Ünitesi (Midland Fertility Service 
İngiltere) 
1995 IVM+ICSI+Zar inceltme (Assisted hatching) tekniğinden sonra ilk doğum (Frank 
Barnes) 
Anö ploidi testi (Jacques Cohen) 
Spermatid kullanılarak ICSI uygulaması (Fishel S ve Green S) 
Sitozolik sperm faktörü (Dmitri Dozortsev) 
1996 Klonlama (koyun Doly) (Ian Wilmut ve Keith Campbell) 
Dünyanın ilk testikülar spermatid bebekleri (jan Tesarik ve Simon Fishel) 
Hipo-ozmotik şişme testi (Hypo-osmotic Swelling Test) (Robert Casper) 
Preimplantasyon embriyo fragmentasyonu-embriyo ölümü (Adrea Jurisicova) 
Dondurulmuş testikülar spermler ile ICSI (Manuel Gil-Salom) 
1997 Sperm DNA’sında TUNEL tekniğinin kullanılması (Sun Jurisicova ve Robert 
Casper) 
Falloposkopi ile GIFT tekniğinin uygulanması (Porcu E ve Dal Prato) 
1998 Dünyanın ilk sekiziz bebeklerinin doğumu 
Rekombinant FSH (r-FSH)+ GnRH antogonisti kullanılarak elde edilen ilk 
gebelik (Joseph Itskovitz-Eldor) 
Serumsuz blastosist kültürü (David Gardner) 
İlk Nijeryalı tüp bebeği Hannatu Kupchi’nin doğumu 
1999 Olgunlaşmamış oosit izole etmek amacıyla hCG uygulaması (Ri-Cheng Chian) 
2000 Blastosist vitrifikasyon (vitrification)’undan sonra ilk başarılı gebelik 
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Başarılı ovaryum dokusu tranplantasyonu (Kutluk Oktay ve Güvenç Karlıkaya) 
2001 Donmuş embriyonun doğumu (Ri-Cheng Chian) 
İlk kez klonlanmış 6 hücreli insan embriyosu (Advanced Cell Technology) 
2002 PGD için bastosist biyopsisi uygulalasından sonra ilk canlı doğum (Kylie do 
Boer) 
2003 Oosit vitrifikasyon (vitrification)’undan sonra gerçekleşen doğum (Tae-Ki Yoon) 
Pipelle Curettage kullanılarak IVF implantasyon oranınının artırılması (Barash A 
ve Dekel N) 
2004 Ortotopik ovaryum transplantasyounundan sonra ilk doğum (Jacquez Donnez) 
Tek blastosist transferi (David Gardner) 
Kök hücre transplantasyonu için ilk HLA preimplantasyonu (Yuri Verlinsky) 
2005 Dünyanın en yaşlı annesi Adriana İliescu (Romanya) 66Y+320G 
İkiz kardeşler arasında ovaryum transplantasyonu (Sherman Silber) 
İsrailde ovaryum korteks nakli sonrası ilk doğum (Dror Meirow) 
2006 Dünyanın en yaşlı annesi Maria del Carmen Bousada (İspanya) 66Y+358G 
Sağlam insan ovaryumunun ve vasküler pedikülünün dondurularak saklanması 
(Mohamed Bedaiwy)  
2007 Ovaryumun multi-gradyent olarak dondurulması (Pasquale Patrizio) 
IVM sonrası Blastosistler (Son Weon Young) 
2008 Dünyanın en yaşlı anneleri Rajo Devi Lohan ve Omkari Panwar,  
(Hindistan) 70Y 
İlk kez BRCA2 geni kusurlu bir kadında gebelik sağlanması (Kudüs Hadassah 
Tıp Merkezi) 
2009 Dünyanın ikinci sekiziz bebeklerinin doğumu (Michael Kamrava) 
Polar cisimcikten karşılaştırmalı genomik hibridizasyondan sonra ilk doğum 
(Simon Fishel) 
2011 EmbryoScope’un tanıtımı (Unisense Fertilitech, Danimarka) 
EmbryoScope kullanılarak elde edilen dünyanın ilk ikizleri (Clare and Charlotte, 
Amerika) 
2013 İnsan klonlanması- kök hücre (Shoukhrat Mitalipov) 
Hızlandırılmış görüntüleme (Time-Lapse Imaging) (Alison Campbell) 
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Ek 2. Üremeye yardımcı tedavi (ÜYTE) yöntemleri ve tanımları 
 
İntrauterin inseminasyon/Aşılama (IUI)։ İntrauterin inseminasyon (IUI) işlemi erkeğin 
spermlerinin rahim içerisine özel ince bir boru ile verilmesidir.  
Embriyo transferi (ET)։ Embriyo transferi, suni yollarla döllenmiş olan embriyonun, kadının 
rahmine yerleştirilmesi işlemidir. 
Tubal embryo transferi (TET)։ Tubaya zigot yerine embriyo transfer edilmesi işlemidir. 
Zigot intrafallopian transfer (ZIFT)։ Yumurta ve spermin in vitro döllenmesinden sonra 
zigotun laparoskopi yoluyla tuba ampullasına verilmesidir. 
İntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)։ Bir spermin bir mikropipet yardımıyla yumurta 
hücresinin sitoplazmasına yerleştirilmesi işlemidir. 
Gamete intrafallopian transfer (GIFT) ։ Ovaryumdan aspire edilen yumurta ve hazırlanan 
spermlerin birlikte laparoskopi yöntemi ile tuba uterinanın ampulla kısmına verilmesi 
işlemidir. 
In vitro fertilizasyon (IVF) ։ Laboratuvar ortamında yumurta ve spermin bir araya getirilerek 
büyütülmesi işlemidir. 
Embriyo dondurma։ Embriyonun daha sonra kullanılması amacıyla azot gazında 
dondurulması işlemidir. 
Dondurulmuş-çözdürülmüş embriyo transferi (DÇET) ։  Embriyonun dondurulduktan sonra 
çözdürülerek transfer edilmesi işlemidir. 
Pre-implantasyon genetik tanı (PGT) ։ Embriyoların transfer edilmeden önce genetik açıdan 
incelenmesini mümkün kılarak hastastalıklı geni ya da kromozomal bozukluğu gebelik 
oluşmadan önce test ederek sağlıklı embriyoların transfer edilmesi işlemidir. 
İnvitro maturasyon (IVM)։ Kısa süreli ilaç kullanımı sonrası ya da hiç ilaç kullanılmadan, 
olgunlaşmamış yumurtaların toplanması ve laboratuvar ortamında olgunlaştırılması işlemidir. 
Zar inceltme [AH (assisted hatching)]։ Embriyonun zarı daha kolay terk ettmesi ve rahim 
duvarına tutunması amacıyla, zona pellusidanın mikroskop altında ve lazer yardımıyla 
incelterek ya da açarak yapılan işlemdir. 
SUZI: Subzonal Inseminasyon: Subzonal enjeksiyon olarak da adlandırılır. Zona pellucida'nın 
hemen altına tek bir sperm yerleştirme işlemidir. 
Azaospermide sperm elde etme teknikler։ PESA,  MESA, TESA, TESE teknikleridir.  
PESA (Perkutan Epididimal Sperm Aspirasyonu)։ Epididimisten ince bir iğne yardımı ile 
spermleri çekme yöntemidir. 
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TESA (Testiküler Sperm Aspirasyonu) : Testislerden dışardan batırılan bir ardımı ile örnek 
alınmasıdır. Bu yöntemle sperm elde edilemezse TESE'ye geçilir. 
TESE (Testiküler Sperm Ekstraksiyonu): Testis dokusundan küçük parçalar alınarak sperm 
elde etme yöntemidir. 
MESA (Mikrocerrahi ile Epididimisten Sperm Aspirasyonu)։  Mikro enjeksiyonla 
epididimisten sperm elde etme işlemidir. 
 
Ek 3. Araştırmada kullanılan solüsyon ve kimyasallar 
 
Tris-buffered saline (TBS) stok solüsyonu 
• 0,2 M Trizma base (Sigma Aldrich), 24,23 g Tris, 1L distile suda çözdürülür. 
• 0,1 M HCl (Merck), 8,5 ml konsantre HCl, 1L distile suda çözdürülür. 
• % 0,9’luk fizyolojik tuzlu su, 9 g NaCl, 1L distile suda çözdürülür. 
1L TBS (pH 7,6) hazırlamak için, stok solüsyonlardan sırası ile, 250 ml 0,2 M Tris 
çözeltisi, 375ml 0,1 M HCl çözeltisi ve 375 ml % 0,9’luk fizyolojik tuzlu su çözeltisinden 
ilave edilir. Fizyolojik tuzlu su ilavesi yapılırken hacim 800 ml’ye ayarlanır. pH 7,6’ya 
ayarlandıktan sonra fizyolojik tuzlu su ile kalan hacim 1L’ye tamamlanır. 
 
Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,4) solüsyonu 
• 8 g NaCl (Sigma Aldrich) 
• 0,2 g KCl (Sigma Aldrich) 
• 1,44 g Na2HPO4 (Merck) 
• 0,24 g KH2HPO4 (Merck) 
800 ml distile suda çözdürülerek, pH değeri 7,4’e ayarlanır. Elde edilen solüsyonun 
volümü distile su ile 1L tamamlanır. 
% 0,1’lik PBS-Tween-20 (PBT) solüsyonu 
• 1ml Tween-20 (Merck) 
• 1000 ml PBS 
500 µl Tween-20, 1000 ml PBS içerisine eklenerek iyice karışana kadar karıştırılır. 
Oda sıcaklığında muhafaza edilebilir. 
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Sodyum Sitrat Buffer 
10 mM tri-sodyum sitrat buffer hazırlamak için, 
• 2,94 g tri-sodyum sitrat (Merc) 
• 1000 ml distile su 
• 0,5 ml Tween-20 
2,94 g tri-sodyum sitrat, 800 ml distile suda çözdürülerek pH 6’ya ayarlanır. Daha 
sonra bu çözelti 1L’ye tamamlanır. 0,5 ml tween-20 çözeltiye eklenerek iyice karıştırılır. Oda 
sıcaklığında 3 ay ya da +4 Co’de daha uzun süre saklanabilir. 
 
% 3’lük H2O2 solüsyonu 
• 1 ml %30’luk stok H2O2 (Merc) 
• 9 ml PBS 
1ml %30’luk stok H2O2 alınarak üzeri PBS ile 10 ml tamamlandı. 
 
3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) Solüsyonu 
• 10 mg’lık DAB tableti (Sigma Aldrich) 
• 16,6 ml TBS solüsyonu 
• 10 µl % 3’lük H2O2 
DAB tableti karanlık ortamda TBS solüsyonu içerisinde çözdürülerek filtre 
kağıdından geçirilerek süzdürülür. Oluşturulan çözeltiden 990 µl alınarak ependorf tüplere 
aktarılır ve -20 Co’de muhafaza edilir. Gerekli olduğu zamanlarda çözdürülür ve kullanmadan 
önce üzerine 10 µl %3’lük H2O2 ilave edilir. 
 
Ek 4. Western Blot yönteminde kullanılan solüsyonlar ve Western Blot tekniği 
 
Gerekli malzemeler 
• Lower Buffer (Sperating Jel Buffer), pH 8.8 
18.15 gr Tris tartılarak, 40 ml deiyonize su içerisinde çözdürüldü. pH 8.8 olacak 
şekilde 1 Normal HCl (veya saf HCl) ile ayarlanarak üzerine %10’luk SDS’den 4ml eklendi 
(0,4 g SDS) ve çözelti hacmi deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandı. Hazırlanan buffer +4 
oC’de 30 gün boyunca saklanabilir. 
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• Upper Buffer (Stacking Jel Buffer), pH 6.8 
6.05 gr Tris tartılarak 40 ml deiyonize su içinde çözdürüldü. 1M HCl (yada saf 
HCl) ile pH=6.8’e ayarlanarak üzerine %10’luk SDS’den 4ml eklendi (0,4 g SDS) ve çözelti 
hacmi deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandı. 
Hazırlanan buffer +4 ºC’de 30 gün boyunca saklanabilir. 
 
• %10’luk APS (amonyum-persülfat) 
0.1 gr toz APS tartılarak üzerine 1 ml deiyonize su eklendi. Hazırlanan çözelti +4 
ºC’de bir hafta saklanabilir. 
 
• TEMED 
Hazır bir solüsyondur, direk olarak kullanılır. 
 
Bufferlar hazırlandıktan sonra jel tankı ayarlandı. Jel tankına jel tarağı konularak 
sperating jelin konulacağı kısım cam kalemi ile işaretlendi. Daha sonra %10’luk sperating jel 
hazırlandı. 
• Sperating Jel hazırlamak için; 
 
     Tablo 1. Sperating jel hazırlamak için kullanılacak malzeme ve miktarları (Sambrook ve 
ark, 1989). 
Herbir hacim için hazırlanacak miktarlar (ml) 
Çözelti içeriği 5ml 10 ml 15 ml 20 ml 25 ml 30 ml 40 ml 50 ml 
%6’lık Jel 
Deiyonize Su 2,6 5,3 7,9 10,6 13,2 15,9 21,2 26,5 
Akril-bisakril 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 8,0 10,0 
1,5 MTris (pH 
8,8) 
1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5 
%10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
%10Ammonium 
persulfate 
 
0,05 
 
0,1 
 
0,15 
 
0,2 
 
0,25 
 
0,3 
 
0,4 
 
0,5 
TEMED 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024 0,032 0,04 
%8’lik Jel 
Deiyonize Su 2,3 4,6 6,9 9,3 11,5 13,9 18,5 23,2 
Akril-bisakril 1,3 2,7 4,0 5,3 6,7 8,0 10,7 13,3 
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1,5 MTris (pH 
8,8) 
1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5 
%10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
%10Ammonium 
Persulfate 
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
TEMED 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015 0,018 0,024 0,03 
%10’luk Jel 
Deiyonize Su 1,9 4,0 5,9 7,9 9,9 11,9 15,9 19,8 
Akril-bisakril 1,7 3,3 5,0 6,7 8,3 10,0 13,3 16,7 
1,5 MTris (pH 
8,8) 
1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5 
%10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
%10Ammonium 
Persulfate 
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 
%12’lik Jel 
Deiyonize Su 1,6 3,3 4,9 6,6 8,2 9,9 13,2 16,5 
Akril-bisakril 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 16,0 20,0 
1,5 MTris (pH 
8,8) 
1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5 
%10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
%10Ammonium 
persulfate 
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 
%15’lik Jel 
Deiyonize Su 1,1 2,3 3,4 4,6 5,7 6,9 9,2 11,5 
Akril-bisakril 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 20,0 25,0 
1,5 MTris (pH 
8,8) 
1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5 
%10 SDS 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
%10Ammonium 
persulfate 
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 
TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 
 
Hazırlanan sperating jel tanka dökülerek jelin donması beklendi. Bu arada jelin üzerine 
izopropanol eklenerek hava kabarcıklarının oluşması engellendi. Daha sonra %5’lik Stacking 
jel hazırlandı. 
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%5’lik Stacking Jel hazırlamak için; 
 
Tablo 2. Stacking jel hazırlamak için kullanılacak malzeme ve miktarları (Sambrook ve ark, 
1989) 
Herbir hacim için hazırlanacak miktarlar (ml) 
Çözelti 
İçeriği 
1 ml 2 ml 3 ml 4 ml 5 ml 6 ml 8 ml 10 ml 
Deiyonize Su 0,68 1,4 2,1 2,7 3,4 4,1 5,5 6,8 
Akril-bisakril 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83 1,0 1,3 1,7 
1,0 M Tris 
(pH 6,8) 
0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 1,0 1,25 
%10 SDS 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1 
%10Amonium 
persulfate 
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1 
TEMED 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,008 0,01 
 
Sperating jel donduktan sonra üzerindeki izopropanol alkol Watman No:1 filtre kağıdı 
ile çekildi. Hemen ardından jelin üst kısmı (stacking jel) döküldü ve tarak yerleştirilerek 
donması beklendi. 
Örneklerin Hazırlanması 
• Örnek miktarları önceden hesaplanarak Laemli metoduna göre yükleme için hazır hale 
getirildi. 
• Her örnekten gerekli miktarda alınarak üzeri eşit hacimde 2x Loading dye ile 
tamamlandı. 
• Daha sonra örnekler 10 dakika süre ile 65 ºC’de denatüre edildiler. 
 
• Yürütme Tamponunun (Running Buffer, 5 L, 1X) hazırlanması 
15,125 g Tris 
72 g glisin 
50 ml %10’luk SDS 
2000 ml distile su içerisinde katı bileşenler çözdürüldü ve üzerine 50 ml %10’luk 
SDS eklendi. Hazırlanan bu çözelti 5 L tamamlanarak kullanıma hazır hale getirildi. Oda 
sıcaklığında uzun süre saklanabilir. 
Stacking jeli donduktan sonra aparattan çıkarılarak elektroforezin yapılacağı tanka 
yerleştirildi. 1X elektroforez running buffer iç ve dış havuzcuklara döküldü. Bundan sonra 
tarak çıkarıldı ve örnekler kuyucuklara yüklendiler. 
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• Blotting Buffer (5 L, 1X) hazırlanışı 
15,125 g Tris 
72 g glisin 
1000 ml metanol 
12,5 ml %10’luk SDS 
2000 ml distile su içerisinde katı bileşenler çözdürüldü ve üzerine 12,5 ml %10’luk 
SDS ve 1000 ml metanol eklendi. Hazırlanan bu çözelti 5 L tamamlanarak kullanıma hazır 
hale getirildi. Hazırlanan buffer +4 0C’de muhafaza edilir. 
 
• Örneklerin Yüklenmesi 
Denatüre olan örnekler spin-santrifüj edilerek hava kabarcıklarının uzaklaştırılması sağlandı. 
İlk kuyucuğa Marker, diğer kuyucuklara ise örnekler yüklendi. Daha sonra örnekler 200 V, 50 
mA’de 60 dakika yürütüldü. 
• Proteinlerin membrana aktarılması 
Membran, jel ile aynı boyutta kesilerek aktive olması için metanol içerisinde 5 dakika süre ile 
bekletildi. Metanol uzaklaştırılarak membran distile suda yıkandı. Blotlama aparatı 
(sandviçler) içerisinde blotting buffer bulunan bir kap içerisine konuldu. Hazırlanan 
sandviçlerin üzerine önce iki adet Watmann kâğıdı bunun üzerine jel, jelin üzerine ise 
membran koyuldu ve son olarak membran üzerinede iki adet daha Watmann kağıdı koyuldu. 
Rulo yardımı ile hava kabarcığı kalmayacak şekilde düzeltildi. Sandviçler kitlenerek transfer 
cihazına yerleştirildi. Tankın içerisine ısınmayı engellemek amacı ile bir buz kalıbı 
yerleştirildi ve blotlama bufferi gerekli hizaya kadar konuldu. Tankın kapağı kapatılarak 
blotlama işlemi başlatıldı; Blotlama 100 V 350 mA’de 60 dakikada gerçekleştirilmiştir. Bu 
süre zarfında TBS-T hazırlandı. 
 
• TBS-T hazırlanırken, 100 ml stok (10X) TBS’ten alınarak, 900ml deiyonize su 
eklendi.1:l000 Tween-20 eklenerek kullanıma hazır hale getirildi.  
• Bloklama işlemi %5’lik taze hazırlanmış skim milk içinde yapıldı. 
 
• %5’lik skim milk hazırlanması; 
5 gr skim milk tartılarak, 100 ml TBS-T içerisinde çözdürüldü. 
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Süre bittikten sonra cihaz açılarak, membran TBST içeren plastik kap içerisine alındı. 
Protein bantlarını hızlı bir biçimde tespit edilmesi için Ponceau S boyası ile boyandı (Eğer 
kromojenik marker ile çalışılmış ise proteinlerin membrana geçip geçmediği zaten anlaşılır bu 
nedenle Ponceau S boyaması yapmaya gerek yoktur). Protein örnekleri daha sonra TBST ile 
boya uzaklaştırılana kadar yıkama yapıldı. Bloklama aşamasından itibaren işlemlere devam 
edildi. Membranlar plastik kap içerisine alınarak üzerlerine skim milk ilave edildi. Daha sonra 
1 saat süre ile oda sıcaklığında shakerda inkübasyona bırakıldılar. Bu arada primer antikor 
hazırlandı. Bunun için %5’lik BSA tartılarak TBST içerisinde çözdürüldü. Primer antikor (β -
aktin ) 1/1000 oranında BSA solüsyonunda hazırlandı. Süre dolduktan sonra membran 5 
dakika süre ile 2-3 kez TBST ile yıkandıktan sonra plastik kapta bulunan primer antikor 
içerisine alındı. 1 gece +4ºC’de inkübasyona bırakıldı. Primer antikor muamelesinden sonra 3 
X 5 dakika süreyle TBST’de yıkama yapıldı.  Yıkama aşamasından sonra, sekonder antikor 
ile (anti rabbit ya da anti mouse 1/5000 ) oda sıcaklığında 1 saat süre ile shakerda inkübasyon 
yapıldı. Süre dolunca 3 X 5 dakika süreyle TBST’de yıkama yapıldı. Yıkama işleminden 
sonra görüntüleme cihazında HRP konjuge ECL kullanılarak görüntü alınır. Membranın bu 
madde ile etkileşim süresi kullanılan primer antikora göre değişir. Membranı ECL ile en az 
bir dakika muamele etmek gerekir. Daha sonra bantların yoğunlukları hem incelenen faktör 
açısından hem de endojen kontrol için dansiometri programı ile ölçülür. Sonuçlar endojen 
kontrol ile normalize edilerek hesaplanır. 
 
Ek 5. c-DNA Sentezi ve materyalleri 
 
Dikkat edilecek noktalar; çalışma steril kabinde yapılmalı, +4°C’de çalışılmalı (yada 
buz üzerinde), steril ve filtreli pipet uçları kullanılarak, mutlaka eldiven kullanılmalıdır. İyi bir 
cDNA sentezi için yüksek saflıkta RNA ile çalışılmalıdır. RNA spektrofotometrik olarak 
ölçülerek saflık miktarı kontrol edilir. Ayrıca RNA çalışmaya uygun uzunlukta olmalı ve 
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) yada SDS (Sodyumdodesilsülfat) gibi revers 
transkriptaz enzimini inhibe eden inhibitörleri içermemelidir. 
• Gerekli materyaller 
Tek zincirli cDNA sentezlemek amacıyla High Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kiti kullanılmıştır. Reaksiyon 40 µl total volümde gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 3. Kullanılan kite ait komponentler 
Materyaller Volüm/Reaksiyon (2X) (µl) 
10XRT Buffer                                        4 
25XdNTP Mix (100mM)                                        1.6 
10X RT Random Primers                                        4 
MultiScribeTM Reverse Transkriptase                                        2 
Nükleaz- free H2O                                         8.4 
Total/Reaksiyon                                         20 
 
 
• İlk olarak yukarıdaki tabloda verildiği gibi 2X reverse Transkripsiyon Master Mix (20 µl) 
hazırlanmıştır. 
• Daha sonra 1X’lik karışım elde etmek amacıyla total RNA (20 µl=500 ng), hazırlanan 
2X’lik bu karışıma eklenerek total volüm 40 µl olarak çalışılmıştır. 
• Karışım hızlı bir santrifüj edildikten sonra, bir Thermal Cycler’da reverse transkripsiyon 
gerçekleştirilmiştir. 
 
Tablo 4. Thermal Cycler koşulları gösterilmiştir. 
  
1.Basamak 
 
2. Basamak 
 
3. Basamak 
 
4.Basamak 
 
Sıcaklık (ºC) 
 
25 
 
37 
 
85 
 
4 
 
Zaman 
(dakika) 
 
10 
 
120 
 
5 
 
∞ 
 
• Reaksiyon volümü 40 µl olarak ayarlanmıştır ve reaksiyon başlatılmıştır. 
• reaksiyon süresi dolduktan sonra cDNA örnekleri Q-RT Real Time PCR’da kullanılmak 
üzere, 1/1 oranında nükleaz- free H2O ile dilüe edildikten sonra -20 ºC’de muhafaza 
edilmişlerdir. 
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Ek 6. RT- PCR solüsyonları ve materyalleri  
 
• Gerekli Materyaller 
Assay (TLR 5 geni) 
Master mix (2x) 
RNase/DNase free su 
c-DNA örneği (sample) 
48’lik plate ve plate sealer 
Buz ve buzlu kalıplar 
Filtreli pipet uçları 
RNA pipetleri 
Öncelikle çalışma steril kabinde yapılmalı, +4°C’de çalışılmalı (ya da buz üzerinde), steril ve 
filtreli pipet uçları kullanılmalı, mutlaka eldiven kullanılması gerekir. 
Çalışılacak assayler ve endojen kontrolle ile birlikte toplam assay sayısı dikkate 
alınarak çalışma planlanmalıdır. Bu amaçla her bir assay için ayrı ayrı mixler hazırlanmalıdır. 
Her bir kuyucukta 20’şer µ’lik total volümler ile çalışılacaktır; 
 
Tablo 5. Bir adet örnek için gerekli volümler 
Materyaller 1 örneklik volüm 
Assay (Hey1, Skp2, β-aktin) 1 µl 
Master mix (2X) 10 µl 
dh2O (DNas/RNase free su) 7 µl 
Sample (c-DNA örneği) 2 µl 
Total       20 µl 
 
• İlk olarak 500 µl’lik tüpler hazırlandı. 
• Assayler eritiltildikten sonra hızlı bir santrifüj edilerek tekrar buzun üzerine konulmuştur. 
• Bu arada yazılan tüplere (mix hazırlama tüpleri), mixleri hazırlamak için her birine ilk 
önce DNase/RNase free su konulmuştur. 
• İkinci olarak her bir tüpe master mix (UNG’li, 50 °C’de 2 dakikalık enzim aktivasyonu) 
eklenmiştir. 
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• Her bir assayden ayrı ayrı gerekli miktarlarda alınarak tüplere ilave edilmiştir. Her bir 
assay eklenince mixler pipete edilerek karışması sağlanmıştır. 
• Mixler hazırlandıktan sonra yavaş bir vorteks ve hızlı bir santrifüj yapılarak (1500 rpmde 
30 sn kadar) tekrar buzun üzerine alınmışlardır. 
• Mixleri plate kuyucuklarına dağıtmak amacıyla, plate bir buz kalıbı üzerine konulan 
supportter üzerine konuldu ve mixler her bir kuyucuğa 18’er µl olarak dağıtılmışlardır. 
• Son olarak da daha önceden hazırladığımız c-DNA örneklerinden 2’şer µl her bir örnek 
için ayrı ayrı plate konulmuşlardır. 
• Daha sonra plate’in üzerini sealer ile düzgün bir biçimde kapatarak, sealerın hatlarını bir 
metal alet ile iyice belirlenmiştir. Kapandığından emin olduktan sonra, plate santrifüj ile 
plate hızlı bir santrifüj edilmiştir. 
• Q-RT-PCR cihazını çalıştırmak amacıyla önce bilgisayarı açılmıştır, ardından sırası ile 
cihaz ve programı açılmıştır. 
• Step One programını açtığımızda karşımıza çeşitli menüler çıkmaktadır, buradan 
advanced set up menüsü tıklanmıştır. 
• Ardından Experiment properties’den deney adı seçilerek örneklerin özelliklerini 
yazılmıştır. 
• Step-One Instrument (48 well) seçilerek, Quantitation-Comperative CT işaretlenmiştir ve 
TaqMan Reagents’ı seçilmiştir (SYBR Green ile çalışılıyorsa ayrıca include melt curve’i 
de seçmek gerekir, fakat burada gerekli değil). Altta yer alan Standart sekmesini 
tıklanmştır. 
• Daha sonra plate için plate setup’a tıklanarak; Define Targets’dan genlerin isimlerini 
yazılmıştır. Hemen sonra Add New Sample kısmından örnek isimlerini eklenmiştir. 
• View plate layout’dan plate’i tanımlanmıştır. Yani girilen gen isimleri ve örnek isimlerini 
plate kuyucuklarında tanımlanmıştır. 
• Run’a tıklayarak run metoduna bakılmıştır; orada son kısımda okuma almak istenildiği 
için okuma sekmesini tıklanmıştır, yani aktif hale getirilmiştir. 
• Run setup da ayarladıktan sonra cihaza geçilerek plate yerleştirilmiştir ve cihazın kapağı 
kapatılarak çıt sesi duyulmuştur. 
• Run strart tıklanarak, sistem deneyimizi kaydetmiştir (Burada cihazın kalibresi bittiği için 
deneyi başlatmadan uyarı veriyor, kalibre değil devam etmek istiyor musunuz diye, evete 
tıklanmıştır) cihaz otomatik olarak kapağını yukarı çekmiştir ve deney başlatılmıştır. 
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Ek 7. Etik Kurul Raporu 
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